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Uber die Einwirkung von Fermenten des Magensaftes von 
Helix pomatia und solcher des Gerstenmalzes 
auf Celluloseglykolather. 
Von 
Walter Ziese. 
Mit 13 Figuren im Text. 





(Aus dem Biolaboratorium Oppau der I.G. Farbenindustrie A.G. Ludwigshafen a. Rhein.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. August 1931.) 


In der vorliegenden Arbeit wird als Substrat fiir fermen- 
tative Studien an Polyosen Oxyiathylcellulose, ein Celluloseglykol- 
‘ither, benutzt, der durch Kinwirkung von Athylenoxyd auf Baum- 
wolle oder Zellstoff in Gegenwart von Alkali dargestellt werden 
kann. Der Glykolather ist wasserléslich und wird von Fermenten 
des Schneckenmagensaftes und des Gerstenmalzes in der Weise 
angegriffen, da die Micellargré8e vermindert, eine vollstindige 
Aufspaltung zum Traubenzucker- bzw. Cellobiosederivat dagegen 
nicht erreicht wird. 

Die Befunde kénnen zum Studium sowohl am Substrat, wie 
auch — und hierauf beziehen sich die Mitteilungen dieser Arbeit — 
am abbauenden Fermentsystem verwendet werden. 


Allgemeines. 


Wahrend in der Literatur zahlreiche Untersuchungen iiber 
den enzymatischen Abbau von Geriist- und Reservecellulose 
veréffentlicht worden sind?), ist iiber die fermentative Spaltung 


1) H. Pringsheim, Z. physiol. Chem. 78, 266 (1912). P. Karrer, 
M. Staub, A. Weinhagen u. B. Joos, Helvet. chim. Acta 7, 144 (1924), 
P. Karrer u. M. Staub, Helvet. chim. Acta 7, 518 (1924). P. Karrer u, 
P. Schubert, Helvet. chim. Acta 9, 893 (1926). P. Karrer u. H. Illing, 
Koll. Z. 86 (Erg.-Bd.), 91 (1925); Helv.et chim. Acta 8, 245 (1925). H. Prings- 
heim u. K. Seifert, Z. physiol. Chem. 128, 284 (1923). H. Pringsheim u. 
J. Leibowitz, Z. physiol. Chem. 181, 262 (1923). 
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von synthetischen Cellulosederivaten bisher nichts bekannt ge. 
worden, teilweise deswegen, weil aus Griinden der enzymatischen 
Spezifitat bei den Polysacchariden solche Spaltungen nur in seltenen 
Fallen zu erwarten sind (wobei daran zu ermnern ist, daB in 
anderen Ferment- und zugehérigen Substratgruppen, beispiels- 
weise bei den Polypeptidasen'), sehr wohl auf kiinstlichem Wege 
gewonnene, in der Natur nicht vorkommende Derivate enzymatisch 
zerlegt werden kénnen). Bei den bisher untersuchten, naturfremden 
Abkémmlingen der Polyosen, unter anderem der Starke, némlich 
bei den wasserldslichen Methylithern dieses Kohlenhydrates, 
sind gegeniiber den Amylasen des Malzes, des Pankreas und des 
Speichels keine enzymatischen Effekte aufgefunden worden.’) 
Dasselbe Verhalten dirften weitaus die meisten Verbindungen 
der Cellulose*) und der Starke zeigen, die durch Veresterung der 
Kohlenhydrate mit Séureradikalen hergestellt werden k6nnen. 
Obwohl hieriitber noch keine systematischen Versuche vorliegen, 
spricht die sehr geringe Wasserldslichkeit der Verbindungen bei 
der Stiirke und die starke chemische Veradnderung bei beiden 
Substraten gegen die Moéglichkeit einer enzymatischen Angreif- 
barkeit. 

Die Oxyathylither der Cellulose, die bei gewéhnlicher Tem- 
peratur unter schonenden Reaktionsbedingungen dargestellt werden 
kénnen, sind in ihrer strukturellen Zusammensetzung fast ebenso 
befriedigend definierte Stoffe wie beispielsweise die Methylather 
oder Essigsiureester der Cellulose. Beim Ubergang zu heftigeren 
Reaktionsbedingungen allerdings kénnen Produkte entstehen, bei 
denen auch die Hydroxylgruppen der Seitenketten substituiert 
sind, ziihe, teilweise élige Massen, deren Bildung bei der Her- 
stellung der fiir Enzymversuche benutzten Praparate sorgfiltig 
vermieden werden mu. Die einfacheren Vertreter der Korper- 
klasse besitzen eine gewisse formale konstitutionelle Verwandt- 
schaft mit der Muttersubstanz, wie aus dem folgenden Schema, 
das einen mit Athylenoxyd reagierenden Glukoserest des Cellulose- 
komplexes darstellt, veranschaulicht werden kann. 





1) Vgl. iiber die Spezifitat der Carboxylpeptidase: Waldschmidt- 
Leitz u. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217; (Spaltung von Chloracety]-1-leucin, 
Phthalylglycylglycin u. Chloracetyl-1-Tyrosin). 

2) P. Karrer, Helvet. chim. Acta 4, 191 (1921). W. Ziese, Diss. 
Miinchen 1929, S. 48. 

3) Einige eigene Versuche an Cellulosemethylathern deuten darauf hin, 
daB enzymatische Eingriffe hier méglich sind. 
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In dem gegebenen Schema ist die Reaktion des Oxyds mit dem Kohlen- 
stoffatom Nr. 6 des Glucoserestes willkiirlich angenommen, da iiber die wirk- 
lichen Verhaltnisse bisher keine Untersuchungen vorliegen. Unter den auf 
Seite 93 angegebenen Versuchsbedingungen kann man erreichen, daB nur 
etwa ein Glykolrest pro Glucose ins Cellulosemolekiil eintritt, wie durch 
Klementaranalyse nachgewiesen werden kann. Nur solche Priparate sind in 
der vorliegenden Arbeit benutzt worden. Sie bieten die Gewiahr fiir einen 
moglichst schonenden Eingriff ins Strukturgefiige der Cellulose. Neben der 
Elementaranalyse gibt es zum quantitativen Nachweis der Glykolreste in der 
Oxyathylcellulose unseres Wissens zur Zeit keine geeignete Methode. Eine 
Bestimmung nach dem Prinzip von Zeisel ist kaum durchfiihrbar, da auch 
das freie Glykol — im Gegensatz zu Glycerin — nach Zeisel-Fanto nicht 
analysierbar ist. 


Aus dem obigen Konstitutionsschema geht hervor, daf, 
ebenso wie in der Cellulose selbst, auch in der Oxyathylcellulose 
drei reaktionsfaihige Hydroxylgruppen zur Verfiigung stehen (und 
naturgeméB auch dann zur Verfiigung bleiben, wenn simtliche 
freien OH-Gruppen der Cellulose durch Glykolreste verathert 
werden). Diese formale Ahnlichkeit mit dem Ausgangsmaterial, die 
die Méglichkeit emer enzymatischen Angreifbarkeit vermuten lief, 
erstreckt sich allerdings nicht auf die physikalischen Kigenschaften, 
die bereits bei Eintritt eines Oxyathylrestes ins Cellulosemolekiil 
derart griindlich und fiir Enzymversuche giinstig verindert werden, 
daB die Préparate zu bestaéndigen und klaren Solen in Wasser 
aufgelést werden kénnen. 


Die Wasserunloslichkeit der nativen Cellulose, ist bekanntlich 
fir fermentative Studien an diesem Substrat ein unangenehmes 
Hindernis, und man ist daher seit langem bestrebt, bei enzy- 
matischen Versuchen solche noch celluloseihnlichen Abbau- 
produkte des Kohlenhydrates zu verwenden, die in kolloidale 
wiBrige Lésung ibergefiihrt oder gar hochdispers in Wasser 
aufgelést werden kénnen. Die Bemiihungen zur Gewinnung 


solcher Priparate stoBen deswegen auf groBe Schwierigkeiten, 
mk 
‘ 
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weil man nur bei starker Desaggregation der Polysaccharidmicelle 
oft unter Freilegung reduzierender Gruppen, kolloidal lésliche 
Substrate herstellen kann. 

Eine gewisse Bedeutung hat in dieser Richtung die Guignetcellulose !) 
erlangt, die bei der Behandlung von Baumwolle mit 62°/)iger Schwefelsiure 
entsteht. Sie lést sich in Wasser zu einer milchig weiBen Flissigkeit auf und 
ist auch nach dem Eintrocknen reversibel in Wasser ldéslich. Sie reduziert 
Fehlingsche Lésung relativ stark, wodurch gezeigt ist, daB bei der Einwirkung 
der Schwefelsiure nicht nur eine Dispergierung, sondern auch ein hydro. 
lytischer Abbau der Cellulose vor sich geht. Die Verwendbarkeit der Guignet- 
cellulose wird stark beeintrachtigt durch die geringe Haltbarkeit der kolloidalen 
Lésungen, die durch Elektrolyte ausgefallt werden, so daB ein Arbeiten mit 
gepufferten Lésungen deshalb unméglich ist. Als wasserlésliches Substrat 
fiir Versuche an Cellulose spaltenden Fermenten ist von Pringsheim das 
von ihm dargestellte Cellosan?) vorgeschlagen worden, welches bei der Depoly- 
merisation und nachherigen Verseifung von Acetylcellulose entsteht und ein 
tiefes Abbauprodukt des Polysaccharides darstellt. Die Depolymerisation wird 
in Naphthalin bei 165°, die Verseifung mit methylalkoholischem Ammoniak 
bei gewdhnlicher Temperatur durchgefiihrt. Das entstehende Produkt ist 
léslich in Wasser und wird von den Cellulose spaltenden Enzymen, u. a. des 
Gerstenmalzes, quantitativ in Glucose verwandelt. *) 

AuBer der Guignetcellulose und dem Cellosan Pringsheims kann 
das Lichenin als Substrat fiir Fermente herangezogen werden. Dieses ist zu 
etwa 1°/, kolloidal in Wasser léslich. Obgleich es der Geriistcellulose im Aufbau 
nahe stehen diirfte, kann wohl auch hier von einer Vergleichbarkeit der 
Verhalinisse mit denen der Cellulose nicht ohne weiteres gesprochen werden. 


Vom Lichenin und den erwaéhnten Celluloseabbauprodukten 
unterscheidet sich die Oxyathyleellulose durch ihre Substitution. 
Wiihrend aber die Guignet-Cellulose und das Cellosan einen 
hohen Grad von Desaggregation durchgemacht haben, ist es sehr 
wahrscheinlich, daB die Oxyathyleellulose etwa eine Micellaraus- 
dehnung von der GréBenordnung des Ausgangsmateriales besitzen 
dirfte. Hierfiir spricht die schonende Darstellungsweise aus 
Cellulose bei gewéhnlicher Temperatur in Gegenwart von ver- 
diinnter Natronlauge, der gegeniiber die polymeren Kohlenhydrate, 
die Abwesenheit von Sauerstoff vorausgesetzt, bekanntlich durch 
groBe Widerstandsfiahigkeit ausgezeichnet sind. Die Tatsache, dab 
Oxyiithylcellulose bereits in 2°/,iger wiBriger Lésung mit hoher Vis- 
cositit im Wasser léslich ist, kann ebenfalls dafiir angefiihrt 
werden, daf die TeilchengréBe der Cellulose auch in dem Um- 
wandlungsprodukt nicht wesentlich verringert ist. Dies ist ein 


1) Ch. Fr. Guignet, C. r. Acad. Sci. 108, 1258 (1889). 
2) H. Pringsheim, J. Leibowitz, A.Schreiber u. E. Kasten, 


Liebigs Ann. 448, 163 (1926). 
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charakteristischer Vorzug des Glykolithers vor den Abbau- 
produkten des Kohlenhydrates. 

In ihrem Verhalten gegen Enzyme besteht bei der Oxyiithyl- 
cellulose, wie eingangs erwahnt, insofern ein Unterschied gegen- 
iiber anderen Cellulosepréparaten, als hier eine tiefgreifende 
Hydrolyse bis zu reduzierendem Zucker nicht eintritt, sondern 
neben einer geringen hydrolytischen Spaltung nur eine Vermin- 
derung der TeilchengréBe beobachtet wird. Diese findet ihren 
Ausdruck darin, da8 beim Zusatz selbst stark verdiinnter cellulase- 
haltiger tierischer und pflanzlicher Safte zu hochviscosen wiBrigen 
Losungen der Celluloseverbindung die Viscositét in kurzer Zeit auf 
kleine Werte herabsinkt. Der Effekt kann beispielsweise in etwa 
20 Minuten erzielt werden, wenn man zu 4 ccm einer 2°/,igen Oxy- 
ithyleelluloselésung 1 cem einer Enzymloésung hinzufiigt, die durch 
Verdiinnung von 1 cem Magensaft der Weinbergschnecke mit 10 Liter 
Wasser hergestellt wird. 


Die cellulosespaltenden Fermente. 


Der Verdauungssaft der Weinbergschnecke enthialt bekanntlich 
neben anderen Fermenten Lichenin und Cellulose spaltende 
Enzyme. Diese Enzyme sind in den schénen Arbeiten von Karrer 
und Mitarbeitern!) naher untersucht und teilweise angereichert 
worden. Als enzymatische Verunreinigungen wurden durch zwei- 
bis dreitaigige Dialyse Invertin, Lipase, Diastase, Inulase und 
Maltase entfernt, wahrend, vergesellschaftet mit der Lichenase 
bzw. Cellulase, nach der Reinigung Cellobiase (sowie Gentiobiase) 
aufgefunden wurde, von welcher wahrscheinlich gemacht worden 
ist, daB sie zam Komplex der Geriist- und Reservecellulose spal- 
tenden Fermente gehort.2) Von Karrer sind quantitative 
Bestimmungsmethoden der Cellulase vorgeschlagen worden, die 
in bekannter Weise auf die Beziehungen zwischen Enzymmenge, 
Umsatz und Zeit begriindet wurden. Abgesehen von den Ver- 
suchen am Lichenin, welches wegen seiner Léslichkeit ein Arbeiten 
im homogenen Reaktionsmedium erméglicht, begegneten die 
Experimente bei Anwendung von Geriistcellulose als Substrat 
mannigfachen Schwierigkeiten. Wahrend namlich im homogenen 
System eine Verdiinnung der Reaktionsansitze mit Wasser keinen 





1) Vgl. Literatur S. 87. 
2) P. Karrer u. M. Staub, Helvet. chim. acta 7, 518 (1924). 
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wesentlichen EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit besitzt, 
tritt im heterogenen System eine Abhangigkeit der Abbaugeschwin- 
digkeit, die am Beispiel verschiedener Cellulosepraparate studiert 
wurde, vom Fliissigkeitsvolumen in Erscheinung, wobei eine weitere 
zu beachtende Variable bekanntlich der Dispersitaétsgrad des 
Substrates ist, welcher Unsicherheiten in die Messungen hineintragt. 


Das Vorkommen der Cellulase ist nicht auf den tierischen 
Organismus beschrinkt, da auch im keimenden Korn und in den 
Leibern von Bakterien und Pilzen Cellulose spaltende Fermente 
aufgefunden werden. Zwar hat in der vorliegenden Arbeit die 
Bakteriencellulase keine Beriicksichtigung gefunden, doch wurden 
einige Versuche iiber den Abbau von Oxyathyleellulose mit Gersten- 
malzcellulase zum Vergleich beider Fermentsysteme am benutzten 
Substrat eingeflochten. 


Problemstellung. 


Wihrend in der Literatur gegenwartig den Fragen nach dem 
Mechanismus von Hemmungs- und Aktivierungseffekten am 
Beispiel proteolytischer Enzyme eine besondere Bedeutung bei- 
gemessen wird?) und in dieser Richtung auch bei anderen Ferment- 
gruppen?) mannigfache Beobachtungen vorliegen, fehlen solche 
fast giinzlich bei den Cellulose spaltenden Enzymen. 

Die vorliegende Mitteilung soll erste, mehr qualitative, 
experimentelle Grundlagen fiir die Frage nach der chemischen 
BeeinfluBbarkeit des auf den Abbau der Oxyathyleellulose ge- 
richteten Fermentkomplexes liefern. Fiir die besondere EHignung 
des gewihlten Systems médgen folgende Punkte zusammengefabit 
werden: 

1. Das verwendete Substrat ist klar und bestiandig ldslich 
in Wasser. Die 2°/,igen Loésungen besitzen eine erhebliche Vis- 
cositit, deren Abfall bei der Einwirkung des Fermentes als Mah 
fiir den erzielten Effekt benutzt werden kann. Die vergleichende 
Messung der Viscositaét ist leicht und schnell ausfihrbar. 


2. Das Enzym kann in stirksten Verdiinnungen zur An- 
wendung kommen, um noch deutliche Ausschlige zu geben. Die 
starke Verdiinnung driickt den HinfluB von Begleitstoffen aut 


ee 


1) R. Willstatter u. W. GraBmann, Z. physiol. Chem. 138, 184 (1924). 
GraBmann u. Mitarbeiter, Z. physiol. Chem. 186, 183 (1930). H. A. Krebs. 
Biochem. Z. 220, 289 (1930). O. v. Schénebeck, Inaug.-Diss. Miinchen 1930. 

2) Vgl. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 1, 693ff. 
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niedrige Werte herab und gibt eine zuverlissige Abschitzungs- 
méglichkeit der Enzymresistenz gegeniiber zugesetzten Stoffen, 
da diese Stoffe immer in praktisch unendlichem UberschuB an- 
gewandt werden kénnen. 

3. Das Oxyathylcellulose spaltende Ferment ist in verdiinnter 
Lésung durch groBe Hitzebestindigkeit ausgezeichnet. 5 Minuten 
langes Kochen verdiinnter Fermentlésungen bewirkt keine Zer- 
stérung, sondern nur eine Schwichung der abbauenden Wirkung. 
Hieraus ergibt sich die Fragestellung nach der Resistenz anderen 
Hinfliissen gegeniiber zwanglos. 


Methodik. 


Die zu den Versuchen benutzte Oxyithyleellulose, welche in 
gereinigtem Zustande rein weif ist und in lockeren faserigen 
Massen vorliegt, wurde nach der im folgenden gegebenen Vor- 
schrift hergestellt. Das verwendete Athylenoxyd war das von der 
I. G. Farbenindustrie fabrikatorisch hergestellte Produkt, welches 
einer nochmaligen Destillation unterworfen wurde. Die Weinberg- 
schnecken stammten groBenteils aus dem ElsaB und waren teil- 
weise Winter-, teilweise Sommertiere. Gerstenmalz wurde von 
der Brauerei Ludwigshafen bezogen. 


Darstellung von Oxyiathylcellulose '). 

16,8 g kurzfaserige Baumwolle wurden in einer Pulver- 
flasche mit 200 cem 15°/,iger Natronlauge iibergossen, nachdem 
die Luft aus der Flasche durch Stickstoff verdringt worden war. 
Dazu gab man 200 cem einer Lésung von Athylenoxyd in Aceton, 
die in der Weise dargestellt worden war, daf 52,8 ¢ des Oxyds 
in 120 cem eisgekiihltes Aceton eingeleitet wurden und man die 
Lésung mit Aceton auf 200 cem auffiillte. Die Flasche wurde mit 
Glasstopfen verschlossen und auf der Maschine 24 Stunden ge- 
schiittelt. Die Baumwolle war darnach in einen gelb gefirbten 
Brei verwandelt. Das iiberstehende, ebenfalls gelb gefirbte 
Aceton wurde abgegossen und der Riickstand etwa 6—10mal 
mit 96°%/jigem Alkohol durchgeknetet, wobei die gefirbten Ver- 
unreinigungen in den Alkohol iibergingen. SchlieBlich wurde 
die rohe, nun annahernd farblose Oxyiathyleellulose scharf ab- 
gepreBt, in 700 ccm destiiliertem Wasser aufgelést und mit 
n/2-Salzsaéure neutralisiert. Die schwach milchig triibe, faser- 


1) M. Hagedorn, W. Ziese, B. Reyle u. R. Bauer in Werk Wolfen 
der I, G. Farbenindustrie (unver6ffentlicht). 
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haltige Fliissigkeit wurde zentrifugiert und die nun klare iiber- 
stehende Lésung im Cellophansack bis zum Verschwinden der 
Chlorreaktion gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Die 
frische Ldésung ist zu Fermentversuchen ohne weiteres geeignet. 
Zur Herstellung von Trockensubstanz kann man mit Aceton die 
Oxyathylcellulose in Form von faseraihnlichen Faden abscheiden 
und nach dem Abnutschen und Verdrangen des Acetons durch 
Ather das trockne Praparat gewinnen, dessen relative Viscositiit 
in 1°%/,iger waiBriger Losung etwa 10 ist. Ausbeute 15 g. 


Gewinnung der Fermente. 
1. Tierische Cellulase. 

20 Weinbergschnecken, die einige Tage lang in GefaBen mit 
feuchtem Sand und Kalkstein gehalten und mit rohen Kartoffel- 
schnitzeln gefiittert waren, wurden in ausgekochtem destilliertem 
Wasser, dem etwas Chloralhydrat zugesetzt war, getdtet. Die 
Sektion wurde mit Entfernung der Schale durch stiickweises 
Abbrechen mit einer kleinen Zange begonnen. Es wurde sodann 
mit der Schere itber Atemloch und Mantelwulst in das Dach der 
Mantelhéhle eingeschnitten und dieses bis zur hinteren Spitze 
durchtrennt. Durch zwei weitere Schnitte (vgl. Oppenheimer, 
Die Methodik der Fermente, 8. 544) wurden die Kingeweide frei- 
gelegt und der Magen einschlieBlich Speicheldriise und Osophagus 
entnommen. Die in einem Glasgefaif gesammelten Organe wurden 
24 Stunden lang bei — 6°C aufbewahrt und auf diese Weise 
eingefroren. Nach dem Wiederauftauen bei gewoéhnlicher Tem- 
peratur war der Magensaft groBenteils ausgetreten und konnte 
abgegossen werden. Die zuriickbleibenden Haute wurden zwecks 
Gewinnung des noch darin zuriickgehaltenen Saftes auf der Nutsche 
iiber Leinwand abgepreBt und schlieBlich bei 100 Atm. hydraulisch 
von den letzten Flissigkeitsmengen befreit. Die vereinigten Sifte 
wurden, meist nach starker Verdiinnung mit destilliertem Wasser, 
zu den Fermentansatzen benutzt, wobei gewéhnlich eine Dialyse 
durch Collodium vorausging. 


2. Cellulase aus Gerstenmalz. 


Nach H. Pringsheim?) wurden 700 g feingemahlenes Malz 
mit 2 Litern Wasser 3 Tage lang bei Gegenwart von Toluol im 
Thermostaten bei 80° geschiittelt. Es wurde zentrifugiert und 
filtriert und darauf die klare Fliissigkeit 5 Tage lang in Collodium- 


1) Cellulosechemie Nr. 5 (1930). 
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sicken gegen destilhertes Wasser dialysiert. Nach der Dialyse 
wurde 1m Hochvakuum bei 20°C auf 120 cem eingeengt und mit 
10 ccm Puffer po = 6,8 und etwa 5 ccm Pankreasextrakt (10°/,) 
6 Tage lang bei 40° stehen gelassen. Hierauf wurde wiederum 
3 Tage dialysiert und die gewonnene Lésung zu den Versuchen 
benutzt. 

Messung der Fermentwirkung. 


Die enzymatische Wirksamkeit wurde bei der gréf{ten Zahl 
der Versuche an der Abnahme der Viscositit der Substratlésungen 
cemessen.') Zur Verwendung kam das Ostwaldsche Viscosi- 
meter, das in ein Glasgefi8 eingesenkt wurde, durch welches aus 
einem Thermostaten von 30° gleichméBig temperiertes Wasser 
cepumpt wurde, so daB eine Temperatur von 29,1° C bei den 
Messungen aufrechterhalten werden konnte. 

Bei der Ausfiihrung der Versuche wurde meist in der Weise 
verfahren, daB 4 cem einer 1°/sigen Oxyathylcelluloselésung?) 
cleichzeitig mit 1ccem Puffer und */, ccm der auf ihre Wirk- 
samkeit zu priifenden Zusatzldsung und 3/, com Hnzymlésung 
in das Viscosimeter eingefillt wurden, nachdem die Loésungen 
vorher jede fiir sich bei 30° temperiert und dann in einem Reagenz- 
’ clas gemischt waren. Sofort nach dem Einfiillen ins Viscosimeter 
wurde die erste Durchlaufgeschwindigkeit gemessen und 10 Minuten 
nach dem Beginn der ersten Bestimmung die Reaktionslésung 
wiederum zwischen die Marken aufgesaugt und zum zweitenmal 
gemessen ; desgleichen 20’ und 80’ nach Beginn des ersten Versuches. 
Wahrend der ganzen Bestimmungen wurde die Enzymtatigkeit 
nicht abgestoppt, so daB das System auch wihrend der einzelnen 
Messungen Viscositatsinderung erlitt. Da keine Konstanten 
bestimmt werden sollten, sondern nur Vergleiche zwischen ver- 
schiedenen Lésungen angestrebt waren, konnte mit dieser ein- 
fachen Methodik ausgekommen werden. 


Reproduzierbarkeit der Messungen. 


Zur Priifung der Reproduzierbarkeit der Viscositatsmessung bei An- 
wendung einer bestimmten Enzymlésung wurde folgender in Tab. 1 dar- 
gestellter Versuch fiinfmal wiederholt: 


. 1) Diese Methodik ist bei Amylasen von Fernbach u. Wolff [C. r. Acad. 
1 Sci. 140, 1403 (1905)] erstmals angewandt worden und wurde von Olsson 
- (Diese Z. 126, 29 (1923)] weiter verbessert. 

2) Die Lésungen verschiedener Darstellungen besitzen nicht immer die 
gleiche Viscositat. 
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4 ccm Oxyathylcelluloselésung (1,4°/,ig), 
1 com m/5-Phosphatpuffer pa = 4,98, 
1/,cem destilliertes Wasser, 


'/, ccm Enzymlésung, dargestellt durch Verdiinnung von 1 ccm Magen. 
saft von Helix auf 5 Liter Wasser. 


Tabelle 1. 











' AusfluBzeit in Sekunden 
Messung nent eee nnn 
1 | 2 3 | + | 5 
Am Anfang 191 i193 | 191 | 192 191 
Nach 10 Min. 124 124 i} a | 127 126 
5p is 97 9 | 99 | 98 97 
- - x 83 s4 | 83 | ~~ 83 2 


Die Tabelle zeigt die befriedigende Ubereinstimmung der Messungen. 
Der Wasserwert des Viscosimeters betrug (auch bei allen folgenden Ver. 
suchen) 26 Sekunden. Die Anfangsbestimmung wurde nicht auf die Zeit 
Null extrapoliert. 


Ergebnisse. 
Das p,,-Optimum. 


1. Helix-Saft. 


Obwohl die optimale Wirksamkeit des Helixfermentes bei wechselnder 
Wasserstoffionenkonzentration in naher Ubereinstimmung mit dem Optimum 
fiir Lichenase und Cellulase aufgefunden wurde, ist eine Identitat der abbauenden 
Prinzipien, wenn auch recht wahrscheinlich, so doch nicht sicher entschieden. 

Weitere Versuche miissen hier folgen. Wenn daher die Bezeichnung ,,Oxy- 
ithylcellulase‘* einstweilen gewahlt wird, so geschieht es aus Griinden einer 
exakten Nomenklatur, wie ja auch im Schrifttum der Abbau des Lichenins 
als Funktion einer Lichenase, die der Cellulose als Wirkung der Cellulase 
unterschieden werden, obgleich eine gewisse Wahrscheinlichkeit der Identitat 
beider Fermente besteht. 

Beim Optimum der Oxyathylcellulase (vgl. Tab. 2 und 
Fig. 1) ist das steile Anspringen der Wirksamkeit in dem Bereich 
zwischen px 8 und pa 4 bemerkenswert. Wahrend bei px 3 noch 
fast gar keine Effekte beobachtet werden, befindet man sich 
bei pu 4 bereits unmittelbar in der Nahe der optimalen Aktivitat. 
Im Gegensatz zu diesem steilen Anspringen im sauren Gebiet 
steht ein wesentlich stetigerer Abfall der Wirksamkeit im Bereich 
des steigenden px, so daB auch bei px 8 noch entschiedener : 


Abbau des Substrates aufgefunden wird. 
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Tabelle 2. 








po | 1,50] 1,97] 2,96] 3,48] 3,94] 4,51] 5,0 | 6,1] 7,0] 8,00 
A |208 [209 |199 [132 {45 [45 |47 |52 [63 | 66 
































; 1°| 48 | 48 | 50 | 7,6 |22,3 [22,3 |21,2 [20 [15,9 |15,2 


pu = Optimum der Oxyathylcellulase. Angewandt m/5-Citrat nach 
Sérensen. Viscositét in Sekunden AusfluBzeit (A) nach 30’ Reaktions- 
dauer. 4ccm Substrat, 1ccm Puffer, 1/,ccm Wasser, 1/.ccm Enzym- 
lésung 1: 5000. (Uber py = 6 wurde Phosphatpuffer benutzt.) 


<8 t ¥ 7 v "Ty a T ~~ 





2} 














Fig. 1. 


Kinige Leerversuche mit Puffer ohne Schneckensaft, die keinen 
KinfluB des Puffers auf die Viscositaét zeigen, sind in der fol- 
genden Tabelle (Nr. 3) zusammengestellt. 











Tabelle 3. 
px | 1,5] 1,97] 2,96] 3,48] 4,0] 4,74] 5,9] 7,0] 8,01] 8,79 
A 1260 |} 260 259 261 264 | 261 265 4262 | 264 259 
































9. Gerstenmalz. 


Die entsprechende Optimumkurve fiir Gerstenmalzferment, ist 
in Fig. 2 dargestellt. Die zugehérigen Zahlenwerte gehen auch aus 
Tab. 4 hervor. Man sieht einen mit Fig. 1 recht iibereinstimmenden 
Verlauf, allerdings ist die optimale Wirksamkeit um eine ganze 
pu-Eimheit ins saure Gebiet verschoben.!) Der steile Anstieg in 
diesem Gebiet und der fast lineare Abfall im alkalischen Bereich 





1) Dieser Befund entspricht vollstindig den Verhaltnissen bei den 
pflanzlichen Amylasen, deren Optimum ebenfalls etwa eine Einheit ins saure 
Gebiet gegeniiber den Amylasen der Kryptogamen und Tiere verschoben ist. 
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stehen in gewisser Parallele zum Befund an Helixferment. Trotzdem 
ist die Frage der Identitaét beider Knzyme, die auf Grund der 
Optimumkurve allein nicht entschieden werden kann, kaum in 
bejahendem Sinne zu beantworten, wie im weiteren Verlauf der 
Arbeit diskutiert werden wird. 























Tabelle 4. 
30'-Werte _ 
12 i 4 Ls ie T i - p —s i is a ee 
H 
10 : : A = 10° 
° A 
or 4 
Sel | 1,93 178 5,6 
x 2,05 143 7,0 
$f 2,75 95 10,5 
a ee eee 2,90 s9 | 11,2 
, vee#tetw Ff fF 3,46 94 10,6 
ly = = 3,68 95 10,6 
Fig. 2. 4,10 100 10,0 
Leerwert mit Wasser statt Enzym 5,03 105 9,5 
A = 185 Sek. 6,16 110 9,1 
7,97 155 6,4 
8,43 168 5,95 


Kontrollversuch: Optimum der Lichenase. 


Als Vergleich zum Verlauf der Kurve bei den Oxyithyl- 
cellulasen ist in Tab. 5 und Fig. 3 das px-Optimum der Lichenase 























wiedergegeben, wie es durch Parallelversuche am Lichenin als ? 
Substrat gefunden wird. Hierbei mu auf den Unterschied beider 
6 oto Tabelle 5. 
7r cot ome ccm n/10-KMn0, ! 
y PH nach 2 Stdn. v 
$6 4 , : 
y a = \ 
RY 3dr 4 1,97 3,5 d 
; 2,96 5,1 . 
+f 3,48 6,40 4 
ee | 4 = A 1 i A 3,94 7,25 I 
..+ ee Ft =e 5,08 7,65 
i scaly 6,10 7,60 
Fig. 3. 7,00 6,75 
Ansitze: Je 10 ccm Lichenin 0,5 °/,ig, 2,5 com Puffer, 0,25 ccm Ferment. ‘“ 


Versuchsanordnungen und Ergebnisse allerdings hingewiesen 
werden. Wahrend im Falle der Oxyithylcellulase mit 5000-fach 
verdiinnten Enzymlésungen im wesentlichen nur eine desaggre- 
gierende Wirkung erzielt wurde (vgl. S. 101), liegen bei der Spaltung 
der Reservecellulose des Islandischen Mooses Messungen am kon- 
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zentrierten Magensaft von Helix vor und die beobachteten Er- 
gebnisse bestehen in der Freilegung reduzierender Gruppen des 
Substrates, die an der Reduktionskraft gegen Fehlingsche Lésung 
nach Bertrand gemessen wurden. Dieser Unterschied der 
Arbeitsweisen schlieBt naturgemaé8 die Méglichkeit aus, die Be- 
funde des tibereinstimmenden px-Optimums beim Lichenin und 
Celluloseglykolather zu Identifizierungszwecken der Enzyme heran- 
zuziehen. 
Thermostabilitat der Oxyathylcellulase. 


VerhaltnismaBig temperaturbestandige Fermentlésungen sind in der Lite- 
ratur nur wenige beschrieben worden. Von Pringsheim!') wurde darauf auf- 
merksam gemacht, daB die aus Bakterien gewinnbare Cellulase im Wasser 
langere Zeit iiber 65° aufbewahrt werden kann, ohne ihre Aktivitét vollstandig 
zu verlieren. In der Gruppe der Oxydasen liegen Beobachtungen iiber sehr 
ausgepragte Thermostabilitat der Praparate von verschiedenen Seiten vor.*) 
Die Luzernen-Oxydase von Euler und Bolin*) und eine von Wieland und 
Lowenskiold‘) aus dem Pilz Lactarius vellerius dargestellte Oxydase mégen 
als Beispiele erwéhnt werden. Die Hitzebestindigkeit der Praparate ist so 
croB, daB Lésungen, selbst bei 25 Minuten langem Kochen, kaum eine Akti- 
vititseinbuBe erleiden. 

Eine Vorschrift von Jones*), welche zur Darstellung von Ribopoly- 
nucleotidase Pankreasextrakt durch Aufkochen ohne groBen Schaden fiir 
das Ferment von Ballaststoffen befreit, 1a48t eine hohe Thermostabilitaét ge- 

a wisser Nucleasen vermuten. 

Bei den Amylasen ist mehrmals die Frage der Hitzebestandigkeit ver- 
schiedener, besonders aus Taka gewonnener Praparate, diskutiert worden. 
Es wurde behauptet*), daB Takadiastase in wiBriger Lésung auf 110° erhitzt 


1 werden kann, wobei sie zwar inaktiviert, aber nicht vollstandig zerstért 
werde. Die Befunde, die von Miyake’) und auch von Biedermann’) 
“ bestétigt wurden, konnten jedoch nicht reproduziert werden’). Die hier 


mitgeteilten Ergebnisse beziehen sich auf das thermische Verhalten hoch- 
verdiinnter Fermentlésungen. Die Versuche wurden cftmals wiederholt. 
Wir haben in dieser Richtung auch ein Saccharasepraparat gepriift, das 
durch Hefeautolyse hergestellt worden war. Wir fanden, da’ die Wirk- 
samkeit hinsichtlich Saccharosespaltung, die bei kurzem Aufkochen voll- 
stindig verloren geht, wenn man unverdiinnt erhitzt, noch teilweise (zu 1,5 
bis 2°/)) erhalten bleibt, wenn man 0,1 ccm des Praparates mit 5 Liter doppelt 





1) Diese Z. 78, 266 (1912) und zwar S. 273. 

*) An der Fermentnatur dieser Priparate konnten mit Recht, teilweise 
von den Autoren selbst(Wieland und Lévenskiold), Zweifel erhoben werden. 

%) Diese Z. 61, 87 (1909). 


TT. 


a *) Ber. chem. Ges. 59, 1180 (1926). 

h 6) Amer. J. Physiol. 52, 203 (1920). 

0. °) M. J. Gramenitzky, Diese Z. 69, 286 (1910). 
o ‘) Biochem. Jl. 2, 255; 3, 177 (1924). 


8) W. Biedermann, Fermentforschung I. 
*) Ernstrém, Diese Z. 119, 190 (1922). 
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destilliertem Wasser verdiinnt, in mehreren Portionen zu je 500 ccm kurz 
zum Sieden erhitzt, mit Eis kiihlt und sofort im Vakuum bei 10° auf 
20 ccm einengt. 

Die Temperaturresistenz der Oxyathylcellulase in verdiinnter 
Loésung geht daraus hervor, daB Priparate gewonnen werden konnten, 
die 5 Minuten langes Kochen ohne vollstindige Zerstérung ertrugen 
und selbst nach 10 Minuten langem Erhitzen noch einen Rest von 
Aktivitét besaBen (Fig. 4). 

Zwar tritt im Verlauf des Erhitzens starker Wirksamkeits- 
riickgang im Gegensatz zu den Befunden an Oxydasen ein, aber 
es bleibt eine im Gebiet der Polyasen seither nicht reproduzierbar 
beobachtete erhebliche Bestandigkeit ibrig. 

Von besonderer Eigenart ist das Verhalten der Oxyithy]- 
cellulase in ihren verdiinnten, frisch aus Schneckenmagensaft 
hergestellten Lésungen. Verfolgt 
man niéimlich das thermische Ver- 
halten der Lésungen sofort nach 
1 der V erdinnung aus eben ent- 
4 nommenem Magensaft, so findet 
man meist eine leichte und voll- 
stiindige Inaktivierung durch kurzes 
Eintauchen in siedendes Wasser. 

















0 r7 20 30 Wird die gleiche Lésung nach: 
at peony 86 Stunden und evtl. erfolgter Dia- 


lyse wiederum gepriift, so ist eine 
Inaktivierung nach zeitlich mit dem ersten Versuch iiberein- 
stimmender Erwarmung im kochenden Wasserbad nicht mehr er- 


reichbar (Tab. 6). 
Tabelle 6. 





Reaktionszeit I II 
Anfang 239 214 
10’ 237 160 
20’ 234 129 
30’ 230 65 








I Helix-Magensaft frisch auf 1: 2000 verdiinnt; Probe 1 Minute auf 
100° im H,O-Bad erwarmt. 
Il Helix-Saft 1: 2000; 36 Stunden bei 40° aufbewahrt. 1 Minute auf 
100° (wie vor) erwarmt. 
4 cem Substrat, 1 com m/5-Phosphatpuffer, 1/, com H,O, 1/, cem Enzym. 


Zur Erklarung dieses Befundes kann vielleicht ein Hinflu! 
begleitender Kolloide diskutiert werden. Eiweifstoffe, die all- 











| 
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mihlich durch proteolytische Fermente zu ihren Bruchstiicken 
abgebaut werden, kénnten in ihrer nativen Form adsorbierende 
Effekte bewirken, die nach langerem Stehen infolge der einsetzenden 
Autolyse nicht mehr in Erscheinung treten. 

Die groBe Hitzebestindigkeit der Oxyiathylcellulase macht die 
Annahme einer Proteinnatur des Enzyms sehr wenig wahrscheinlich. 

Hiermit in Ubereinstimmung steht der spiter mitgeteilte Be- 
fund, daB durch Préparate aus Papain keine wesentlich schiadigen- 
den Wirkungen auf Oxyathylcellulase auch in Gegenwart von 
Blausiure ausgetitbt werden kénnen.") 


Der Grad des Abbaues von Celluloseglykolather durch Helix-Saft. 


Wahrend das Lichenin und langsamer auch die Cellulose durch 
Schneckenmagensaft bis zam Traubenzucker abgebaut werden, ist, 
wie erwéhnt (S. 91), eime vollstaéndige enzymatische Hydrolyse 
der Oxyathyleellulose nicht erreichbar. Dies geht aus Tab. 7 
hervor. Es wurde das etwa 80°/, d. Th. ergebende Reduktions- 
vermégen eines Spaltungsansatzes durch Hydrolyse mit n/2-Salz- 
siure bei 100° unter Benutzung der Zuckerbestimmungsmethode 
nach Willstatter-Schud1 einerseits und nach Bertrand anderer- 
seits festgestellt, wobei sich ein Verbrauch von 4 cem n/10-Jod 
(Spalte 1) bzw. 8,8 cem n/10-Permanganat (Spalte 3) ergab. 

Bei einem analog ohne Séure, aber mit Enzymzusatz durch- 
eefiihrten Versuch wurden als maximale Spaltungswerte 0,9 cem 
n/10-Jod und 2,0 cem n/10-Permanganat gemessen, also etwa nur 
25°/, des durch Sdéurehydrolyse erreichbaren Abbaues bewirkt. 














Tabelle 7. 
Zeit mney n/10 Verbrauch n/10-Permanganat ccm 
in }—— 
Stunden | Saure- | Enzym- | Saure- | Enzym- | leer ohne | leer ohne 
hydrolyse spaltung hydrolyse spaltung | Enzym | Cellulose 
0 0 | 0 02 0,7 (0,8) 03 | 08 
] 2,6 | 0,8 6,2 ~~ — — 
2 3,45 7,3 | — ae eee 
4 3,95 | 0,9 84 | 2,5 0,2 0,4 
8 395 | — 8,8 _ ~~ ae 
20 3,95 0,8 9,0 2,5 (2,75) 0,2 0,4 








1) Die Hitzebestandigkeit der Oxyathylcellulase in stark verdiinnten 
Lésungen kann nicht als Argument gegen die Identitat mit Cellulase angefiihrt 
werden. Wird konzentrierter Schneckensaft gekocht und verdiinnt, so ist 
keine Aktivitét mehr vorhanden. 
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Ansitze: Saurehydrolyse: 70 com Oxyithylcelluloselésung, 70 ccm 2/n- 
Salzsiure. Vor jeder Bestimmung Probe neutralisiert; 
Proben 10 ccm; 7' = 100°C (kochendes Wasserbad). 
Enzymhydrolyse: 70 ccm Oxyathylcelluloselésung; 25 ccm 
Phosphat py = 4,96; 5ccm Schneckensaft; 40 ccm 
Wasser; Proben 10 ccm; 7' = 30°C. 


Dieses Ergebnis léBt eine priparative Aufarbeitung der Spal- 
tungsansitze verlockend erscheinen. Es sei erwahnt, daB der des- 
aggregierende Abbau des Substrates nach 15 Minuten langer Ein- 
wirkung eines aufs 500fache verdiinnten Enzympriaparates recht 
sch6n in der Weise beobachtet werden kann, da man je etwa 
8cem frischer und enzymatisch abgebauter Oxyathylcellulose- 
lésung in trockenes Aceton gieBt., Das unangegriffene Praparat 
scheidet sich in Form von faseréhnlichen Faden ab, wahrend nach 
dem Abbau hygroskopische Pulver gewonnen werden. 


Die Beeinflussung hochverdiinnter Oxyathylcellulaselosungen 
durch chemisch definierte Stoffe. 


Die Frage nach dem Wirkungsmechanismus wohl definierter organischer 
und anorganischer Verbindungen bei der Beeinflussung fermentativer Prozesse 
ist besonders in neuerer Zeit am Beispiel der Papainaktivierung mehrmals 
Gegenstand von Erérterungen gewesen. Nachdem L. B. Mendel und 
A. F. Blood’) sowie F. M. Frankel?) die aktivierende Fahigkeit der Blausaure 
bestitigt und damit einen Analogiefall zum System Trypsin—Enterokinase 
festgestellt hatten, ist in den Arbeiten Willstatters*) und seiner Schule die 
Kinetik und der Spezifitaétsbereich des aktivierten und des nicht aktivierten 
Papains oft zum Problem sorgfaltiger Studien gemacht worden. Willstaiter 
wurde durch seine Versuchsergebnisse zu der Ansicht gefiihrt, daB eine mehr 
oder minder dissoziierbare Verbindung zwischen Blauséure und Papain alle 
beobachteten Erscheinungen befriedigend erkliren kénne. Hierher gehdéren 
die erwahnten Analogien zum System Trypsin—Enterokinase und die Tatsache 
des in einer ,,Zeitreaktion“* erfolgenden Anstieges zum Héchstwert der Akti- 
vitit des Fermentes nach Zugabe der Blausiure. Weniger gut vereinbar mit 
der Hypothese Willstatters, nach der eine ausgesprochene Spezifitat des 
Aktivators hatte erwartet werden kénnen, ist der Befund, daB auch Schwefel- 
wasserstoff in schnell verlaufender Reaktion Papain zu aktivieren vermag 
und sogar nach GraBmann*) durch andere Sulfhydrylverbindungen, wie 
Cystein und die reduzierte Form des Glutathions, nach Ambros u. Har- 
teneck®*) durch Natriumthiosulfat ersetzt werden kann. Aus diesen Befunden 
heraus ist es zu verstehen, da8 prinzipiell andere Erklarungsméglichkeiten 
der Aktivierungseffekte gesucht und besonders von H. A. Krebs®) nahe- 





1) J. of biol. Chem. 8, 177 (1910). 
2) J. of. biol. Chem. 51, 201 (1917). 
3) R. Willstatter u. W. GraBmann, Diese Z. 188, 184 (1924). 
*) Diese Z. 186, 183 (1930). 

5) Unverdffentlicht. 

°) H. A. Krebs, Biochem. Z. 220, 289 (1930). 
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gelegt wurden. Dieser Autor vertritt den Standpunkt, daB die beobachteten 
Befunde iiberhaupt nicht als Aktivierungen, sondern als Entgiftungen auf- 
zufassen sind. Geringe Mengen Schwermetallionen, vor allem aus Ver- 
bindungen des Kupfers sind bekanntlich imstande, Papain zu vergiften. 
Spuren von Kupfer, finden sich in den meisten fiir Versuche an Papain be- 
nutzten Substraten und bewirken eine Lahmung der Papainaktivitét. Zum 
Wesen der ,,Aktivierung‘‘ des Fermentes soll es nun nach Krebs gehéren, 
daB die vorhandenen Spuren von Schwermetallionen durch Komplexbindung 
an die Aktivatoren unschadlich gemacht werden. Nach den Arbeiten von 
Ek. Waldschmidt-Leitz und Purr!) und von GraBmann und Schéne- 
beck?) kann die Theorie von Krebs, die durch sinnreiche Versuche gut be- 
legt zu sein schien, nicht als restlose Erklarung der Aktivierungserscheinungen 
betrachtet werden, da es sich u. a. zeigt, daB in Wasser geléste Asche von 
gréBeren Mengen Gelatine, die Schwermetallverunreinigungen stark an- 
gereichert enthalten miBte, beim Zusatz zu Papainspaltungsansitzen bei 
weitem nicht die erwartete Schwichung des Fermentes bewirkt, wie es nach 
Krebs anzunehmen wire. Die Diskussion iiber die Bedeutung von Giften 
und Aktivatoren beim Papain diirfte noch nicht abgeschlossen sein. 


Im folgenden werden am Beispiel der Oxyithylcellulase einige 
Versuche mitgeteilt, die im Zusammenhang mit den erwiihnten Er- 
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scheinungen am Papain vielleicht erwaéhnenswert sind. Wahrend das 
Papain bereits durch geringe Mengen von Kupferionen (2,5- 10-5 mg 
pro Kubikzentimeter) gréB8tenteils inaktiviert werden kann, ergibt 
sich eine starke Unempfindlichkeit der Oxyithylcellulase gegen 
solche Schwermetallionen. Ein aufs 5000fache verdiinnter Saft 
aus dem Helix-Magen wurde mit 1°/,iger Kupfersulfatlésung ver- 
setzt und diese Lésung, die einen praktisch unendlichen Uberschu8B 
von Metallionen gegeniiber dem Ferment enthielt (1,06-10-! mg 
pro Kubikzentimeter), zeigte noch die gleiche Aktivitit in bezug 
auf die Spaltung des Substrates wie eine Lésung, die an Stelle von 
Kupfersulfat Wasser enthielt (Tab. 8, Fig. 5 und 6). 


1) Naturw. 18, 953 (1930). 
2) Schénebeck, Diss. Miinchen 1930. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. phsiyol. Chemie, CCIII, 
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Tabelle 8. 


Einwirkung von 1°/,iger Kupfersulfatlésung, 
3°%/siger Blausiurelésung und 
Kupfersulfat—Blausaiuregemisch. 


auf Schneckensaft 1: 5000. — Phosphatpuffer py 4,98. 

















e ee II III IV 
= P 8 Substrat, Substrat, Substrat, Substrat, 
2 3 = Puffer, Puffer, Puffer, Puffer, 
gs Wasser, CusO,, HCN, CuSO,-HCN, 
ges inzym Enzym Enzym Enzym 
Anfang 209 212, 205 248 

10’ 120 120 116 245 

20’ 90 90 87 240 

30’ 75 78 72 237 














Ansitze: Beispiel Spalte II. 4 ccm Substrat (Trockengehalt 1°/,), 
Cu-Gehalt der Lésungen 2 u. 41 ccm Phosphatpuffer py 4,98; m/5, 
10,6-10-? mg pro ecem 1/,ccm CuSO, 1°/,ig, 
1/,ccm Wasser, 
1/,cem Enzym. 
Spalte IV. Statt H,O: Blausiure; hergestellt nach Willstatter zur 
,,Papainaktivierung’’, Vor Zugabe zum Ansatz mit dem CuSO, gemischt. 


(Ubrige Spalten analog.) 


Wurde an Stelle von Kupfersulfat bzw. Wasser eine waBrige 
Blausiureldsung verwendet, wie sie zur Papainaktivierung 
iiblich ist, so konnte eine Aktivierung des Abbaues nicht beob- 
achtet werden; die Ansatze verhielten sich wie solche, bei denen 
anstatt der Blausiure Wasser angewandt wurde. 


Recht beachtenswert erscheint uns das Ergebnis, dab ein 
Gemisch von gleichen Teilen der benutzten Kupfersulfatlésung 
und Blausiure beim Zusatz zu den Spaltungsansatzen eine starke 
Hemmung der Desaggregation bewirkt. Dies ergibt sich aus den 
fast konstant bleibenden Zeitwerten der Viscositét. Obgleich 
eine Diskussion dieses Befundes noch verfriiht sein diirfte, ist sie 
doch ein vollstandiges Gegenstiick zu den Verhaltnissen am Papain, 
wo Kupfer stark giftig, Kupfer-Blausiure dagegen unschidlich 
ist. Dieser Antagonismus der Wirksamkeit ist nicht auf Kupfer— 
Blausiure beschrankt, sondern bewahrheitet sich auch beim 
Glutathion und Cystein, wihrend Schwefelwasserstoff keine 
Effekte hervorruft, worauf sogleich zuriickzukommen sein wird 
(S. 108). 


By VSS LOT 17? SOC 
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Die gréBere Giftigkeit des ,,Komplexes‘’ gegeniiber dem Ion des 
Kupfers tritt auch dann hervor, wenn man die verdiinnten Lésungen des 
Fermentes mit Kupfersulfatlésung 10 Minuten im Thermostaten bei 30° in 
Gegenwart von Puffer stehen 148t und nun erst den Komplex durch Zugabe 
der Blausaure herstellt. Die Aktivitat des Fermentes, die vor der Blausaure- 
zugabe noch zum groBen Teil erhalten war, wird nach Herstellung des Kom- 
plexes augenblicklich vernichtet (Tab. 9). 


Tabelle 9. 








R.-Dauer I II III 
Anfang 201 220 202 
20’ 165 219 130 











Spalte I: 1 ccm Phosphat; 0,1 eem CuSO, 1°/, (16-10~2 ccm Cu/ecm) 
1/, Helixsaft 1: 2000 werden 10’ bei 30° aufbewahrt, dann in das Reaktions- 
gefaB (Viscosimeter) zu 4 ccm Celluloseglykolaither und 1/, cem Wasser gegeben. 
Beginn der Messung. 
‘ Spalte II: Wie I, nur statt 1/, ccm Wasser Zugabe von !/, ccm Blau- 
saure. 
Spalte III: Wert mit Enzym ohne Kupfersulfat und ohne Blausaure. 


Priifung des Einflusses von CuSO, und CuSO,/HCN auf durch 
Dialyse gereinigten verdiinnten Helixsaft bei verschiedener 
Cu-Konzentration. 


, Die Befunde mit Kupfersulfat und Kupfersulfat—Blausiéure- 
gemisch wurden am Schneckenmagensaft 1: 2000 nochmals iiber- 
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priift, nachdem dieser einer Autolyse und 8tagigen Dialyse unter- 
worfen worden war. Die Ergebnisse sind in Tab. 10 und Fig. 7 
dargestellt. 


a 





R* 
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Tabelle 10. 


Verschiedene a ceaeemamerenainen 





CuSO, | CuS0,HCN 
mg Cu pnanisieraicianeeet ae 
pro cem angewandt Durchlaufgeschwindigkeit 
nach 30’ R. -Dauer i in | Sekunden 





1,06-10-2 112 | 110 
2,12-10~? 118 | 120 
4,24.10-? 125 167 
6,36- 10-2 162 | 214 
Leerversuch mit H,O statt CuSO, und CuSO,/HCN 

110”. 

Leerversuch ohne Enzym 
220"’. 


Man erkennt, daB die Widerstandsfahigkeit gegen Kupferion 
beim gereinigten Saft etwas abgenommen hat. Bis zu einem 
Gehalt von 4,24-10-2 mg Cu pro cem, also der Halfte etwa der 
Konzentration, die im vorigen Abschnitt angewandt wurde, isi 
auch hier das Kupferion ohne erhebliche Giftigkeit, wahrend 
Lésungen, die 6,86:10-? mg Cu als zweiwertiges Ion enthalten, 
bereits eine Schadigung des Fermentes bewirken. Diese Konzen- 
tration ist immer noch 40—50mal so groB wie sie beim Papain 
zur 50°/,igen Vernichtung der Aktivitiéit ausreichend ist. Aus 
der Tabelle und der Kurve léBt sich erkennen, daB das Kupfer- 
sulfat—Blausiuregemisch auch beim gereinigten Saft an Giftigkeit 
das Kupfersulfat selbst iibertrifft und daB bereits bei 6,36-10-? mg 
Kupfer pro cem Lésung eine nahezu vollstandige Inaktivierung 
des Fermentes in Gegenwart von CuSO,-HCN-Gemisch hervor- 
geht. Analog zu den im folgenden Abschnitt mitzuteilenden 
Befunden am Glutathion und Cystein nimmt die Giftwirkung des 
Kupfer—Blausiiurekomplexes mit sinkender Konzentration ab. 
Wihrend die Giftigkeit des Komplexes bei 4,24-10-?mg Cu 
diejenige des reinen Kupfersulfates noch iibertrifft, zeigen sich 
bei 2,12-10-2 mg Cu keine Hemmungserscheinungen des Kom- 
plexes mehr. 


Wirkung von Glutathion, Cystein und Schwefelwasserstoff 
auf Oxyathylcellulase. 
Es kamen eine 1°/,ige wiBrige Losung von Glutathion!) und 
eine entsprechende Lésung von 1°/, Cy steinchlorhydrat zur An- 


1) Das Glutathion wurde nach der Vorschrift von Hopkins hergestellt 
(F. G. Hopkins, Biochemic. J. 15, 286 (1921). Es wurde als Kupfer- 
verbindung aufbewahrt und jeweils vor Gebrauch frisch aus dieser in Freiheit 
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wendung, wahrend bei Schwefelwasserstoff eine gesittigte waBrige 


Losung benutzt wurde. 


Der EinfluB der organischen Schwefel- 


verbindungen waichst mit steigender Konzentration (Tab. 11, 
Figg. 8, 9 u. 10). 


Tabelle 11. 


Einwirkung waBriger Lésungen von Glutathion, Cystein und Schwefelwasser- 


stoff auf stark verdiinnten Schneckenmagensaft. 
Phosphatpuffer px 4,98. 
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Substrat, : 


Puffer, 
Wasser, 


Enzym 





Ansatze: 4 ccm Substrat, 
1 ccm Puffer m/5-Phosphat px 4,98, 
1/, ccm Glutathion (bzw. Cystein, baw. H,O oder H,5). 





Substrat, Substrat, 
Puffer, Puffer, 
Glutathion1°/,| Cystein 1°/), 
Enzym Enzym 
281 277 
277 274 
273 273 
269 270 
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Fig. 10: Steigende Glutathionkonzentrationen. 
Messungen der Viscositat (Ordinate) nach 30’ Reaktion mit Saft 1: 5000. 





gesetzt. Der Gehalt der Lésungen wurde nach Tuncliffe [Biochemic. J. 
19, 194 (1925) [titrimetrisch mit Jod-Thiosulfat bestimmt [Modifikation von 





Perlzweig und Delure, Biochemic. J. 21, 1416 (1927)]. 
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Wahrend beim Cysteinchlorhydrat die maximale Wirksamkeit 
bei 0,5°/,igen Loésungen entsprechend einem Gehalt von 4-10-! mg 
pro cem erreicht wurde (eine Enzymkonzentration 1:5000 voraus- 
gesetzt), lag die vergiftende Dosis beim Glutathion bei 0,7°/,igen 
Lésungen, entsprechend einem Gehalt von 5,6-10-1 mg Glutathion!) 
pro ccm (Fig. 10 und 11). 
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Inaktivierung von Oxyathylcellulase durch steigende Cysteinkonzen- 
tration. — Ordinate: Viscositat in Sekunden nach 30’ Reaktionsdauer. — 
Abszisse: Die Konzentration der zugesetzten Cysteinlésungen. 

Ansatze: 4 ccm Substrat 1 ccm Puffer, Phosphat px 4,98. 

1/, ccm Cysteinlésung 1/, com Enzym 1: 5000. 


Natriumthiosulfat. 


Ebenso wie beim Schwefelwasserstoff konnte auch bei Anwendung von 
Thiosulfat kein Effekt beobachtet werden (Tab. 12). 


Tabelle 12. 


Zusatz von Natriumthiosulfat. 
Enzym 1: 5000. 














I II III 
Reaktions- 1/ Thiosulfat 5° 
dauer 1/, Thiosulfat 5°/, » re wm 19) lo 1/, H,O 
wg 0 
Anfang 206 204 206 | 
10’ 124 127 125 
20’ 94 96 93 
30’ 81 82 80 











Ansiitze: 4 ccm Oxyathylcellulose, 
1 ccm Puffer, Phosphat py 5, 1/, ccm Enzym. 


1) Beriicksichtigt man das héhere Molekulargewicht des Glutathions, 
so ergibt sich eine gréBere ,,molare Giftigkeit‘‘ der Verbindung gegeniiber 
dem Cysteinchlorhydrat. 
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In Spalte 2 wird gezeigt, daB auch ein Gemisch von gleichen Volumen- 
teilen 5°/jiger Thiosulfatlésung und CuSO, (1°/)) ohne Wirksamkeit auf den 
Abfall der Viscositat gefunden wurde. 


Der Einflu8 des Puffers auf die Hemmung von Helix-Oxyathylcellulase 
durch Kupfer—Blausaure, Cysteinchlorhydrat und Glutathion. 


Die Hemmung der Oxyithyleellulase durch Kupfer—Blau- 
siure, Cysteinchlorhydrat und Glutathion ist in hohem Grade ab- 
hangig von der Art des zugesetzten Puffers. Die unter Benutzung 
von Phosphatpuffer erzielten Hemmungseffekte kénnen bei Ver- 
wendung von Citratpuffer mit iibereinstimmender Wasserstoff- 
ionenkonzentration bei gleicher Giftkonzentration!) nicht mehr 
beobachtet werden (Tab. 13). 


Tabelle 13. 


Zusatz von Kupfersulfat, Blausiure, Kupfersulfat—Blausaure, Glutathion und 
Cystein zu Oxyathylcellulosespaltungen mit stark verdiinntem Schnecken- 
magensaft bei Citratpuffer py = 4,94. 

Puffer = Enzym 


Die Zahlen in Klammern geben Parallelwerte mit Phosphatpuffer wieder. 





Messung Substrat 
nach - ee i 


Minuten Pee | | | | 





Glutathion | Cineteele /CuSO, HCN | HO 





a 
Anfang | 215 (267) | 229 (270) ‘| 996 (283) x 295 | 290 
| 





| 222 
10 137 (266) | 147(270) | 147(283) | 146 , 143 | 145 
20 106 (267) | 112(270) | 112(279) | 112 | Il | ULB 
30 91 (267) | 94(268) | 93(275) | 94 92 | 92 


Ansatze analog wie bei Tab. 8 baw. 11. 


Die Einwirkung von Kupfersulfat, Blausaure, Kupfersulfat—Blausaure, 
Glutathion und Cystein auf Oxyathylcellulase aus Gerstenmalz 
in Gegenwart von Phosphat- und Citratpuffer. 


Die im folgenden beschriebenen Versuche unterscheiden sich 
von denen der letzten Absehnitte dadurch, daB an Stelle von 
Schneckenmagensaft ein nach Pringsheim hergestelltes Malz- 
cellulasepraiparat (vgl. S. 95) in einer Verdiinnung 1:5 zur An- 
wendung kam. Hs wurde gefunden, da8 dieses Praparat sich sowohl 


1) Auch bei Benutzung von Citratpuffer lassen sich natiirlich Effekte 
erzielen, wenn man wesentlich konzentriertere Lésungen der hemmenden 
Stoffe zur Anwendung bringt. 
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in Gegenwart von Phosphat- als auch von Citratpuffer nicht durch 
Kupfer—Blausaure, Glutathion und Cystein entscheidend hemmen 
laBt, ein scharfer Gegensatz zum Helixferment, dessen Aktivitat 
zwar nicht in Gegenwart von Citrat, wohl aber bei Verwendung 
von Phosphatpuffer aufgehoben werden kann. 


Tabelle 14. 
Citratpuffer pq 5. 








Messung nach} Substrat, Puffer Substrat, Puffer Substrat, Puffer 
Minuten CuSO,-HCN, Enzym | Glutathion, Enzym| Cystein, Enzym 











Anfang 225 239 234 
10 165 175 176 
20 136 14] 143 
30 117 120 122 

Phosphatpuffer pz 5. 

Anfang 236 241 245 
10 175 172 178 
20 134 138 143 
30 120 120 120 


30 = Min.-Wert mit H,O statt Gift = 120 Sek. 


Die Erklarung dieser Erscheinung k6énnte zunachst darin 
gesucht werden, daB der EinfluB von Lésungsgenossen im nur 
maBig verdiinnten, allerdings vorgereinigten Malzpraéparat den 
verainderten Effekt bewirken kénnte. Ware dies der Fall, so miiBte 
bei Zusatz von Schneckenmagensaft zu Gerstenmalzcellulase und 
Verwendung des Fermentgemisches zu den Versuchen auch 
eine Beeinflussung des Fermentanteiles erwartet werden, der aus 
dem hochverdiinnten Schneckensaft ins Gemisch gelangte, da mit 
diesem Anteil nur ein verschwindender Bruchteil Lésungsgenossen 
dem Ganzen zugefiigt wurde. 

Der in Wirklichkeit gefundene Effekt ist jedoch mit dieser 
Erklairungsweise nicht vereinbar. Es zeigt sich némlich, daB man 
aus einem Gemisch von Malz- und Schneckenenzym in Gegenwart 
von Phosphatpuffer die Wirksamkeit des Schneckenenzymanteiles 
inaktivieren, also herausblenden kann, wiahrend die Aktivitat des 
Malzanteiles erhalten bleibt (Tab. 15, 16 und 17). Auf Grund dieser 
Befunde scheint es, daB man nicht gut von einer Identitét der 
tierischen und der pflanzlichen Oxyathyleellulase wird sprechen 
kénnen. Nachdem durch die grundlegende Arbeit von R. Kuhn?) 


1) Liebigs Ann. 448, 1 (1925). 





, Se 
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gezeigt worden ist, daB sich die tierische und die pflanzliche Amy- 
lase charakteristisch unterscheiden, scheint in den vorliegenden 
Versuchen ein Hinweis darauf vorzuliegen, daB auch im Komplex 
der Cellulose spaltenden Fermente eine Zweiteilung angenommen 
werden muB8. 


Tabelle 15. 





Messung 1/, Glutathion 1/, Glutathion 1/, Wasser 


nach Minuten Malz + H,O Malz +- Helix Malz + Helix 
Anfang 256 260 230 
10 212 214 158 
20 183 183 125 
30 160 162 102 











Ansatz: 4 ccm Substrat a, 1 ccm Puffer. Phosphat py 4,94. 
Enzymgemisch: Gleiche Teile Malz 1:5 und Helix 1: 5000. 


Tabelle 16. 


Verwendung von Cystein. 





Messung 1/, Cystein 1°/, 1/, Cystein 1°/, 1/, Wasser 
nach Minuten Malz + H,O Malz + Helix Malz + Helix 
Anfang 162 15] 122 
10 137 122 63 
20 122 110 51 
30 110 100 45 











Enzymgemisch: Gleiche Teile Malz 1: 5 und Helix 1: 2000. Substrat b. 
Tabelle 17. 


Verwendung von Kupferblausaure. 








S 
= | 1/, CuSO,-HON | */, CuSO,-HCN| = 1/, Wasser 1/, Wasser 
é Malz + H,O Malz -- Helix | Malz + Helix Malz + H,O 


Messung | 
nach 


Anfang 150 150 125 151 














10 140 133 76 142 
20 134 127 62 132 
30 127 ~119 54 125 


Enzymgemisch wie Tab. 16. Substrat c. 


Die Versuche wurden mehrmals wiederholt. 


Beeinflussung von Oxyathylcellulase durch 2- und 3 wertiges Eisen. 

Im Gegensatz zu der Wirkungslosigkeit von Kupferion auch bei 
erheblichen Konzentrationen auf die Oxyathylcellulosespaltung 
durch Helixsaft steht eine verhaltnismaBig starke Giftwirkung von 
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3wertigem Kisen. Auch hier wird bei Verwendung von Citratpuffer 
die Giftwirkung, wie bei Kupfer—Blausiure zwar nicht aufgehoben, 
aber doch erheblich vermindert. Bemerkenswert ist der unter den 
Versuchsbedingungen beobachtete steile Anstieg der Giftwirkung 
bei Lésungen zwischen 0,1 und 0,2°/) kéuflichen reinen Ferri- 
chlorids (Tab. 18) (entsprechend einem Gehalt von 1,5—38,0- 
10-4 g pro cem Ansatz). 

Bei Anwendung von Ferrosulfatlésungen auch in Konzen- 
trationen von 1°/, tritt eine nennenswerte Hemmung der Aktivitit 
des Fermentes nicht ein (Tab. 19).1) Wie aus Tab. 20 hervorgeht, 
scheint sogar eine Aktivierung mit Ferrosalz in Gegenwart von 
Citratpuffer erreichbar zu sein. 


Tabelle 18. 


Giftwirkung von Ferrichlorid in verschiedenen Verdiinnungen. 
Enzym 1: 5000. 




















Messung ne ees. 
nach Min. 0,1°/, | 0,2°/, | 0,39, | 0,5%, | 1,0°/, 
Anfang 231 | 269 | 266 | 285 290 
10 153 | 265 | 263 | 281 290 
20 117 261 | 265 278 288 
30 98 262 265 275 275 





Ansatz: Phosphatpuffer py 5; 4 ccm Substrat, 1 ccm Puffer. 


Tabelle 19. 
Ferrosulfat und Helixsaft. Enzym 1: 5000. Phosphatpuffer py 5. 











—_—— 








Messung a FeSO, oie 
nach Minuten 0,1°/, | 0,5°/5 | 1,0°/, 
Anfang 211 | 203 | 209 
10 127 =lC~CTCi (‘<i‘é‘a 
20 97 | 91 | 96 
30 82 79 | 82 





Ansatz: 4 ccm Substrat, 1-cem Puffer, 4/, cem FeSO,, 1/, com Enzym. 
2 a /2 J 


1) Auch dieser Befund steht im Gegensatz zu den Verhialtnissen bei 
Papain, wo ,,dreiwertiges Eisen bei Konzentrationen von 1,2-10~* keinen 
Hemmungseffekt mehr zeigt, wihrend das Ferroion bei diesen Konzentrationen 
noch eine Hemmung von 50°/, bewirkt.‘' (v. Schénebeck.) Vgl. dagegen 
H. A. Krebs, Biochem. Z. 220, 68 (1930). 

Es besteht dagegen eine Parallelitait zu den Ergebnissen von Pirschle 
[Jahrbiicher f. wiss. Bot. 72, 365 (1930)] aus unserem Laboratorium, der an 
der Hefe zeigte, daB Ferriion eine starkere Giftwirkung entfaltet als Ferroion. 
Alle diese Vergleiche sind naturgema8 willkiirlich, da eine gemeinsame Wurze! 
der Erscheinungen noch nicht erkannt ist. 
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Tabelle 20. 


| Ferri- und Ferrochlorid als Zusatz zu Oxyithylcellulase bei Citratpuffer py 5. 
| Ferment 1 : 5000. 








Messung I a Hit 
nach Minuten Ferrichlorid, Enzym| Wasser, Enzym_ | Ferrochlorid,Enzym 

















Anfang 238 225 145 
10 194 142 91 
20 157 111 76 
30 137 93 67 
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Fig. 12. 


Giftwirkung von Ferrichlorid auf den Abbau der Oxyathylcellulose durch Helixsaft. 
Abszisse: Steigende Ferrichloridkonzentrationen. 


Die Kurve zeigt die 30’-Werte der Viscositat. 


Herstellung der Ferrochloridlésung. 


Eine 1°/,ige Lésung von Ferrichlorid (Kahlbaum) wurde in der Hydrier- 
apparatur mit Eisenpulver unter Wasserstoff 12 Stunden geschiittelt. Die 
dann abfiltrierte Lésung wurde in Spalte 3, die Ausgangslésung in Spalte 1 
benutzt. Vergleicht man die Spalte 1 dieser Tabelle mit der Tab. 18, so ist 
der Unterschied von Phosphat- und Citratpuffer ersichtlich. 


Priifung weiterer Substanzen auf Hemmungseffekte.’) 


Zur Anwendung kamen Traubenzucker, Glykokoll, Alanin und 
Glycylglycinesterchlorhydrat. Keine dieser Substanzen zeigte in 
1°/,iger wiBriger Losung eine Wirkung auf den durch Helix- 
ferment bewirkten Viscositatsabfall einer Celluloseglykolather- 
losung (Tab. 21). 





1) Es kénnten, besonders in der Reihe der Schwermetalle, noch mannig- 
fache Befunde in dieser Richtung hinzugefiigt werden. 
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— Tabelle 21. 
Reaktions- 1%, : ‘ 1%, 
dauer nach | Trauben- ' ae ” : / ° Glycylglycin- H,O 
Minuten zucker Glyzoko Alanin esterchlorhydrat 
Anfang 103 105 108 100 103 
10 50 48 50 47 50 , 
20 44 42 43 40 43 

















Ansatze: 4 ccm Substrat, 1 com Puffer (Phosphat py 5), 1/, com Lésung 
der Tabelle, 1/, com Helixsaft 1: 5000. 


Einwirkung nicht definierter Verbindungen auf Oxyathylcellulase. 


Versuche tiber Schaédigung des Fermentes durch iber- 
schissiges Papain. 


Aus der groBen Hitzebestindigkeit des auf den desaggre- 
gierenden Abbau von Oxyathylcellulose gerichteten Ferment- 
komplexes wurde gleich am Anfang der SchluB gezogen, daB eine 
Proteinnatur des Katalysators kaum diskutierbar sein diirfte. 
Diese Ansicht erfihrt durch die Tatsache eine Stiitze, daB keine 
Schadigungseffekte auch des hochverdiinnten Enzyms durch Ein- 
wirkung von Papain—Blauséure beim iibereinstimmenden px- 
Optimum beider Fermente erzielt werden kénnen. Wahrend in 
Tab. 22 mit 1°/,igen durch Blausiéure aktivierten Papainlésungen 
gearbeitet wurde und auch nach 16 Stunden keine nennenswerte 
Schidigung erfolgte, zeigt Tab. 23 einen Versuch mit 10°/,igem 
aktiviertem Papain, der ebenfalls negativ verlief. 


Tabelle 22. 


Kinwirkung von 1°/j)igem aktiviertem Papain auf Oxyathylcellulase. 
Phosphatpuffer py 5. 





mit Papain des Papains auf Helix 1 : 5000 


ohne Helixsaft 0 Stunden ir 1 Stunde 16 Stunden 


Messung 
nach Minuten 











Anfang 264 211 | 227 | 232 
10 259 133 153 | 153 
20 257 101 116 116 
30 255 85 95 94 


Ansatz: Das in der tiblichen Weise (vgl. Oppenheimer, Methodik 
der Fermente, 8. 1014) aktivierte Papain wird mit Puffer und der gleichen 
Menge Helixsaft 1: 5000 vermischt und bei 30° stehen gelassen. Am Anfang, 
nach einer und 16 Stunden wurde von dem Gemisch zu den Bestimmungen 


abpipettiert. 
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Tabelle 28. 


Kinwirkung von 10°/,igem Papain (aktiviert) auf Oxyithylcellulase. 
Citratpuffer px 5. 








Messung | Kinwirkungsdauer des Papains _ 
nach Minuten | 0 Stunden | 1 Stunde | 2 Stunden 











l : | 





Anfang 227 | 251 232 
10 166 8=6|)~=183)——s«d| ~Ssi166 
20 22 | mo | 180 
30 ~~ |: ma 7 Me 

Zusammenfassung. 


1. Fir Versuche an Cellulose spaltenden Fermenten wird als 
neues Substrat ein wasserldslicher Glykolither der Cellulose be- 
nutzt. 

2. Ks wird gezeigt, daB Magensaft von Helix pomatia das 
Substrat sehr schnell zu desaggregieren, nicht aber vollstindig zu 
hydrolysieren vermag. 


3. Die Desaggregation kann am Abfall der Viscositét der 
Celluloseglykolatherlésungen, die in 1°/,iger Lésung bei 80° relativ 
zu Wasser etwa den Wert 10 besitzt, gemessen werden. Verdiinnt 
man 1 ccm Helixmagensaft mit 10 Liter Wasser, so kénnen die 
Abbaueffekte noch sehr deutlich auch bei kurzer Reaktionsdauer 
(20 Minuten) beobachtet werden. 


4. Verdiinnte Lésungen von Helixmagensaft (1:2000) kénnen 
5—10 Minuten lang auf 100° erhitzt werden, ohne ihre Aktivitiit 
in bezug auf die Spaltung des Cellulosedthers vollstindig zu ver- 
lieren. 

5. Im Zusammenhang mit den im Schrifttum behandelten 
Fragen der Fermenthemmung und -aktivierung wird ein Ant- 
agonismus im Verhalten des Celluloseglykolither spaltenden 
Enzyms (,,Oxyathylcellulase’) gegen Kupferion, den Kupferblau- 
siurekomplex, Cystein und Glutathion im Vergleich zum Papain 
aufgezeigt. 


a) Kupferion wirkt auf Oxyathyleellulase, die auf 1:2000 
verdiinnt wurde, auch in einer Konzentration nicht vollstindig 
vergiftend, die 50mal so groB ist wie diejenige, welche Papain 
zu 50°/, zu inaktivieren vermag. 

b) Der Kupferblausiurekomplex ist gegeniiber der Oxyiithy]- 
cellulase giftiger als Kupferion (6,36-10-? mg Cu). 
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c) Cystein und Glutathion (je 5:10-1 mg/eem) wirken aus- 
gesprochen giftig, wahrend Natriumthiosulfat und Schwefelwasser- 
stoff wirkungslos sind. Die Giftigkeit sinkt mit fallender Kon- 
zentration stetig. 

Die Frage nach dem Anteil einer Substrat-Gift- oder Substrat- 
Fermentverbindung zur Erklérung der Effekte muB offengelassen 
werden. 

6. Die Giftwirkung der genannten Substanzen kann durch 
Verwendung von Citratpuffer an Stelle von Phosphatpuffer bei den 
Spaltungsansétzen entscheidend herabgemindert werden. 

7. Ebenso wie mit Heljxsaft wurde auch mit gereinigtem 
Gerstenmalzextrakt Abbau des Celluloseglykolithers beobachtet. 
Diese Fermentlésung (1:5) zeigte sowohl in Gegenwart von Phosphat 
als auch von Citrat gréBere Widerstandsfaihigkeit gegen die be- 
nutzten Gifte als Helixsaft. 

Bemerkenswert erscheint, daZ man in einem Gemisch von 
Helixferment (1:2000) und Malzextrakt (1:5) das Helixferment 
durch die genannten Gifte nahezu scharf inaktivieren kann, 
wihrend der Anteil des Malzfermentes nicht vergiftet wird. Der 
Befund spricht gegen eine vollstindige Identitét pflanzlicher und 
tierischer Cellulasen. 


+ r~ 4b 


os. 4 F™ 


a 
/ aw 
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Uber Amylokinase, einen natiirlichen Aktivator 
des Starkeabbaus in keimender Gerste. 


(II. Mitteilung tiitber enzymatische Amylolyse in der von 
M. Samec und E. Waldschmidt-Leitz begonnenen Unter- 
suchungsreihe.) 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Arnulf Purr. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. September 1931.] 





Die natiirliche Steuerung der Stoffwechselvorgiinge, der ab- 
bauenden wie der synthetischen, in den pflanzlichen und tierischen 
Organismen hat man friiher vorwiegend mit der Annahme einer 
Neubildung bzw. einer Zerstérung der katalysierenden Enzyme 
erklart. Dem entsprach die Vorstellung, daf viele HKnzyme 
zunaichst in unfertiger, in einer ,,Zymogen‘-Form ausgebildet 
wurden. Die neuere Forschung ist demgegeniiber schon in einer 
Reihe von Fallen!) zu der Einsicht gelangt, daB fiir den Eintritt 
und das Abklingen vieler enzymatischer Prozesse weniger das 
Auftreten oder Verschwinden neuer enzymatischer Substanz 
verantwortlich ist, sondern vielmehr die Ein- oder Ausschaltung 
besonderer Aktivatoren, deren Gegenwart fiir die enzymatische 
Wirkung unentbehrlich ist. Die Mitwirkung solcher spezifischer 
Aktivatoren hat den Vorzug, daB sie erlaubt, Stoffwechselvorginge 
ganz verschiedener Natur miteinander zu verkniipfen, eine be- 





1) Vgl. z. B. die Erfahrungen iiber die Mitwirkung der Enterokinase 
[E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 182, 181 (1924/25)| beim pankreatischen, 
des Glutathions beim intrazelluliren EiweiBabbau [E. Waldschmidt-Leitz, 
A. Purr u. A. K. Balls, Naturw. 18, 644 (1930); W. Grassmann, 
O. v. Schoenebeck u. H. Eibeler, Diese Z. 194, 124 (1930/31); E. Wald- 
schmidt-Leitz u. A. Purr, ebenda 198, 260 (1931)] oder die Bedeutung 
der Co-Zymase fiir die Oxydo-Reduktionsprozesse [vg]. z. B. H. v. Euler, 
Z. angew. Chem. 44, 583 (1931)). 
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stimmte Reihenfolge oder ein bestimmtes Gleichgewicht zwischen 
ihnen herzustellen. Ein Stoff dieser Art ist das Glutathion, der 
spezifische Aktivator der intrazelluliren Proteolyse, der tierischen 
wie der pflanzlichen, der diese mit den oxydo-reduktiven Prozessen 
in der Zelle verknipft.1) 

Auch die zahlreichen, verschiedenartigen Stoffwechselvorgange 
in der keimenden Pflanze werden nicht regellos nebeneinander, 
sondern in Abhangigkeit voneinander verlaufen. So ist fest- 
gestellt?), daB in den keimenden Samen von Ricinus communis 
die Mobilisierung des fettspaltenden Enzyms, .der Ricinuslipase, 
erst nach dem Einsetzen proteolytischer Vorginge, unter der 
Kinwirkung proteolytischér Enzyme erfolgt. Es bleibt hier zu 
priifen, ob nicht vielleicht die beobachtete Veranderung des 
lipatischen Enzyms, die man auf die Umwandlung einer ,,Spermato- 
lipase“‘ in den ruhenden Samen in eine besondere ,,Blastolipase* 
mit verdinderten Eigenschaften zuriickfiihrte, in der Ausbildung 
eines spezifischen Aktivators der Lipase besteht. 

Fiir die Entwicklung des amylatischen Vermégens in keimender 
Gerste gilt nach zahlreichen Beobachtungen der Literatur*), daf 
sie unter der Mitwirkung proteolytischer Enzyme erfolge; nach 
anderen Erfahrungen soll die Bildung von sog. f-Diastase im 
Malz aus «-Diastase der Gerste ein OxydationsprozeB sein.*) In 
der Tat beobachtet man, wie im Versuchsteil belegt ist, daB die 
Zunahme der amylatischen Aktivitit in keimender Gerste, die 
eine sehr bedeutende ist, erst nach der Aktivierung der Samen- 
protease und, wie es den Anschein hat, unter deren Wirkung 
erfolgt. Allein die Deutung dieser Erscheinung als einer Neu- 
bildung von Amylase aus einer unwirksamen Vorstufe, wie sie 
iiblich ist, ist zu berichtigen. In der vorliegenden Abhandlung 
wird gezeigt, da& das amylatische System des keimenden Samens 
vor dem des ruhenden durch die Gegenwart eines besonderen 
Aktivators organischer Natur ausgezeichnet ist, der die gesteigerte 


1) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz, J. J. Bek u. J. Kahn, Naturw. 17, 
85 (1928/29); W.Grassmann, H.Dyckerhoff u. O.v. Schoenebeck, 
Diese Z. 186, 183 (1929/30); E. Waldschmidt-Leitz, A. Purr u. A.K. 
Balls, W.Grassmann, O.v.Schoenebeck u. H.Eibeler, E. Wald- 
schmidt-Leitz u. A. Purr, a.a. O. 

2) R. Willstatteru. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 134, 161 (1924). 

3) Vgl. z. B. J. L. Baker u. H. F. E. Hulton, J. chem. Soc. 121, 1929 
(1922); V. Syniewski, Biochem. Z. 158, 87 (1925); 162, 228 (1925/26); 192, 
457 (1927/28); F. Polak u. A. Tychowski, ebenda 192, 463 (1927/28). 

4) Vgl. dazu auch H. Liiers, Biochem. Z. 104, 30 und zwar §. 71 (1920). 
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Aktivitaét der Malzamylase und eine Anderung im Mechanismus der 
Starkeverzuckerung bedingt. Doch ist noch nicht sicher erkennbar, 
ob die Bildung dieses Aktivators fiir die gesamte beobachtete 
Aktivitaétssteigerung der Amylase bei der Keimung verantwortlich 
ist oder ob daneben noch eine Neubildung von Enzym erfolgt. 

Kinen Aktivator der Malzamylase, das sog. ,,Komplement“, 
haben H. Pringsheim und W. Fuchs?), z. B. in der Hefe be- 
schrieben. Seine Existenz erscheint noch nicht sichergestellt, von 
O. Holmbergh?), neuerdings auch von R. Weidenhagen und 
A. Wolf’) wird sie bestritten. Von dem Aktivator der Gersten- 
amylase, der Amylokinase, die wir hier beschreiben, wiire 
jenes Komplement scharf zu unterscheiden.4) Denn die Mit- 
wirkung des Komplements soll nach den Beobachtungen Prings- 
heims und seiner Schiiler nur die Spaltung von sog. ,,Grenz- 
dextrin“, nur den Abbau des Amylopektins, nicht den der Amylose 
betreffen. Die Wirkung der Amylokinase fu8ert sich dagegen 
gerade auch bei der Verzuckerung der reinen Amylose, ihre Be- 
deutung ist eine weitergehende. 

Man gewinnt die Amylokinase frei von amylatischem Enzym 
durch Behandlung waBriger Ausziige aus Griinmalz mit ‘l’onerde 
der Sorte C, bei maSig saurer Reaktion; denn die ‘T'onerde- 
adsorption betrifft unter diesen Bedingungen vorwiegend die 
Amylase. Eine weitere Reinigung des Aktivators laBt sich durch 
seine Adsorption an die Tonerde bei neutraler Reaktion und 
Elution mit Alkaliphosphat durchfihren. Von den Ejigenschaften 
, der Amylokinase ist hervorzuheben, da sie, ahnlich wie die 
Enterokinase aus Darmschleimhaut®), nicht kochbestindig ge- 
funden wird und durch tierische Membran nicht zu dialysieren 
vermag; dies deutet auf eine héhermolekulare Natur. Die Be- 
stindigkeit der waBrigen Lésungen findet man am gréften bei 


~ 4 


- — — —_— —~- TY 


1) Ber. chem. Ges. 56, 1762 (1923); H. Pringsheim u. K. Schmalz, 
Biochem. Z. 142, 108 (1923); H. Pringsheim u. A. Beiser, ebenda 148, 336 
(1924); H. Pringsheim u. G. Otto, ebenda 173, 399 (1926); H. Pringsheim 
u. M. Winter, ebenda 177, 406 (1926); H. Pringsheim, Z. angew. Chem. 39, 
1454 (1926); Biochem. Z. 197, 143 (1928). 

2) Diese Z. 184, 68 (1924). 

3) Z. Ver. Dtsch. Zuckerind. 80, 866 (1930). 

4) Dies gilt ebenso auch fiir die vor kurzem von H. Pringsheim, 
H. Borchardt u. H.Hupfer [Biochem. Z. 288, 476 (1931)] beschriebene 
und, wie es scheint, unspezifische Aktivierung von Amylase durch Glutathion, 
Cystein oder Cystin. 

5) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 142, 217 (1924/25). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIIT. 9 
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schwach saurer Reaktion, geringer in neutralem und starker 
saurem und am geringsten im alkalischen Bereich. 

Ks ist bemerkenswert, dai die aktivierende Wirkung 
der Amylokinase nicht nur gegeniiber pflanzlicher, sondern 
auch gegeniiber tierischer Amylase, aus Pankreas, beob- 
achtet wird; sie éuBert sich auch gegeniiber dem mit Chlorion 
maximal aktivierten Pankreasenzym. Aber die verzuckernde 
Wirkung der Pankreasamylase wird nur bei miBig saurer Reaktion, 
dem Wirkungsoptimum des Gerstenenzyms entsprechend, nicht 
oder doch nicht deutlich bei px = 6,8, dem px-Optimum der 
tierischen Amylasen, durch Amylokinase gesteigert. Die Akti- 
vierungsleistung des Aktiyators gegeniiber der Pankreasamylase 
ist eine so bedeutende, daB sie zu seinem Nachweis und zu seiner 
quantitativen Bestimmung ebenfalls geeignet erscheint. 

Bei der Deutung dieser Erscheinung, fiir die noch wenig 
Anhaltspunkte gegeben sind, hat man die Moglichkeit in Betracht 
zu ziehen, daB die pankreatische Amylase, so wie sie in den Driisen- 
auszigen sich findet, aus einem Gemische mehrerer Komponenten 
besteht. Denn in der ,,Malzamylase™ liegt nach den Erfahrungen 
von K.Ohlsson!), die wir bestitigen kénnen, eine Mischung 
mindestens zweier Knzyme mit verschiedener Wirkung vor, einer 
x- und einer #-Amylase im Sinne von R. Kuhn?); diese lassen 
sich, wie wir gefunden haben*), auch mit Adsorptionsmitteln 
fraktionieren. Die Beantwortung der Frage nach der Spezifitit 
der Amylokinase, ob ihre Wirkung sich néimlich nur gegeniiber 
,,Dextrinogen‘‘- oder ,,Saccharogen‘**-Amylasen oder aber gegeniiber 
beiden geltend macht, ist noch nicht mdglich. Sie wird davon 
abhangen, ob es gelingt, die beiden Enzymtypen in einheitlicher 
Form und frei von Amylokinase zu gewinnen. Diese Aufgabe, 
die wir uns gestellt haben, erscheint auch fiir die strukturelle 
Analyse der Stiérkebestandteile von Bedeutung. Ihre Lésung 
sollte dazu dienen, den enzymatischen Abbau der Stirkeanteile 
an bestimmten, definierten Zwischenstufen festzuhalten, dhnlich 
wie es fiir EiweiBkérper durchgefiihrt ist.*) 

1) C. r. Soc. Biol. 87, 1183 (1922); C. r. du Lab. Carlsberg 16, Nr. 7, 8S. 1 
(1926); Diese Z. 189, 17 (1930); vgl. ferner O. Edfeldt, G.Nordh u. 
T. Swaetichin, Biochem. Z. 228, 478 (1930). 

2) Liebigs Ann. 448, 1 (1925). 

3) Nach demnichst zu veréffentlichenden Versuchen von E. Wald- 
schmidt-Leitz u. M. Reichel. 

*) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. Mitarbeiter, Diese Z. 156, 68 u. 99 
(1926); 171, 290 (1927); 197, 219 (1931). 














Uber Amylokinase usw. 


Versuche. 


1. Amylatische und proteolytische Wirkung 
in keimender Gerste. 


Die Zunahme der amylatischen wie der proteolytischen 
Wirkungen bei der Keimung der Gerste ist haufig untersucht 
worden.) Allein man hat die Entwicklung der einzelnen enzy- 
matischen Funktionen noch nicht mit exakter Methodik verglichen. 

Unter den proteolytischen Enzymen der Gerste hat man als 
die wichtigsten eine katheptische Proteinase*), vom Typus des 
Papains, durch Sulfhydrylverbindungen aktivierbar, sowie eine 
Amino-Polypeptidase und eine, wenn nicht nach K. Linderstrim- 
Lang und M. Sato) sogar mehrere Dipeptidasen zu unterscheiden ; 
der proteolytische Apparat des Samens scheint dem anderer pflanz- 
licher Zellen, z. B. der Hefe, zu entsprechen. In den ruhenden 
Samen findet man die Proteinase nahezu inaktiv, wenn auch 
aktivierbar z. B. durch Blausiéure oder Schwefelwasserstoff; ihre 
Aktivierung im Verlaufe der Keimung wird, ahnlich wie es fiir 
die Hefeproteinase oder die der tierischen Gewebe wihrend der 
Autolyse nachgewiesen ist‘), auf der Bildung von Glutathion in 
seiner reduzierten Form beruhen. 

Der Vergleich der Enzymwirkungen wihrend des Weichens 
und der Keimung der Gerste, den wir vorgenommen haben, laBt 
erkennen, da8 die Entwicklung der Proteinaseaktivitiit der Zu- 
nahme des amylatischen Vermdégens vorauseilt; jene beginnt 
schon im Stadium des Weichens der Samen und sie erreicht ihr 
Maximum auf einer friiheren Stufe der Keimentwicklung als die 
Amylasewirkung, fiir welche eine Zunahme erst wiahrend der 
Ausbildung eines ausgepriégten Wurzelkeimes zu bemerken ist. 
Die naheliegende Annahme, da8 der fiir die Aktivitatssteigerung 
verantwortliche amylatische Aktivator erst unter der Einwirkung 
der Samenproteinase gebildet wird, sollte durch den Nachweis 
einer beschleunigten Aktivatorbildung nach Zusatz von Proteinase, 


1) Vgl. dazu A.Hesse in C.Oppenheimer, Die Technologie der 
Fermente, 1. Halbband, 8. 34ff. u. 8S. 142ff., G. Thieme, Leipzig 1929. 

2) Vgl. R. H. Hopkins u. H. E. Kelly, Biochemic. J. 25, 256 (1931). 

3) Diese Z. 184, 83 (1929). 

4) W. Grassmann, O.v. Schoenebeck u. H. Eibeler, Diese Z. 194, 
124 (1930/31) (Phytokinase); E. Waldschmidt-Leitz, A. Purr u. A. K. 
Balls, Naturw. 18, 644 (1930); E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Diese 
Z. 198, 260 (1931) (Zookinase). 
G* 
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z. B. im Samenbrei, den wir noch nicht unternommen haben, zu 
erharten sein. Auch die Aktivitaét der peptidspaltenden Enzyme 
erfihrt im Laufe der Keimung eine bedeutende Steigerung, deren 
Maximum etwa gleichzeitig mit dem der Proteinasewirkung er- 
reicht wird. 

Wir belegen unsere Ergebnisse nachstehend in Tab. 1. 


Tabelle 1. 


Amylatische und proteolytische Wirkungen im Verlaufe der 
Keimung. 


(Angaben beziehen sich auf aliquote Teile wiBrigen Auszugs aus zerkleinerter 
Samensubstanz; Ansatz der Amylasebestimmung enth. 140 mg Amyloamylose 
+ 10,0ccm 0,1 mol-Citratpuffer von py = 5,1, Gesamtvolumen 50 ccm, 
7,5 Minuten, 37°, Verzuckerung bestimmt mit Hypojodit; Ansatz der 
Proteinasebestimmung enth. 0,20g Gelatine -- 1,25 ccm n-Acetatpuffer von 
pu = 4,0, Gesamtvolumen 10ccm, 24 Stunden, 30°; Ansatz der Amino- 
Polypeptidasebestimmung enth. 0,244 g Leucyl-di-glycin + 2,0ccm n-Am- 
moniak-Ammonchloridpuffer von py = 9,5, Gesamtvolumen 10 ccm, py = 7,8, 
14 Stunden, 30°; Ansatz der Dipeptidasebestimmung enth. 0,188 g Leucy|- 
glycin + 2,0cem n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von py = 9,5, Gesamt- 
volumen 10 ccm, px = 6,8, 14 Stunden, 30°; Angaben bedeuten Aktivitits- 
steigerung in Prozent.) 





























ie Amino- Di- 

Keimungsstadium Amylase itinie Poly- Miteas 

mas’ | peptidase ee 
Ungekeimte Gerste 0 0 0 0 
Gerste, geweicht 0 42 0 0 
Gerste, gespitzt . . 11 63 0 0 
Wurzelkeimlinge lem . . 740 290 230 240 
- 2cem . 1700 230 65 50 
- 4cm.. 1350 260 90 90 
ba 7cm.. 1200 330 210 100 





2. Darstellung und Wirkungsweise der Amylokinase. 

Fiir die Darstellung der Amylokinase, z. B. aus den waBrigen 
Ausziigen aus Griinmalz, und fir den Nachweis ihrer Wirkungen 
ist die Abtrennung der begleitenden Amylase zunichst erforderlich. 
Man erreicht sie verhaltnisméBig leicht durch wiederholte Be- 
handlung der Ausziige mit Tonerde der Sorte C, bei px = 5; 
durch das Adsorbens wird, wenn auch vielleicht unter erheblichen 
Verlusten an Aktivator, die Amylase vollstandig aufgenommen, 
die verbleibende Adsorptionsrestlésung findet man praktisch frei 
von verzuckernder Wirkung. 


Beispiel fiir die Darstellung amylasefreier Amylokinase. 50 ccm Griin- 
malzauszug, durch 24stiindige Extraktion von zerquetschtem Griinmalz 
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(Wurzelkeimlange = 1—2cm) mit Wasser im Verhaltnis 1:5 (auf das 
urspriingliche Gerstengewicht bezogen) unter Toluol und durch Abnutschen 
bereitet, wurden mit 10 ccm n-Acetatpuffer von py = 5 versetzt und mit 
25 ccm Tonerdesuspension C, (= 500 mg Al,O,), darauf mit 12,5, mit 5,0 und 
endlich mit 2,5 com der Tonerde (= 250 baw. 100 bzw. 50 mg Al,O,) adsorbiert. 
Mit 2,0ccm der neutralisierten Adsorptionsrestlésung beobachtete man in 
120 Minuten keine meBbare Verzuckerung von Amylose (140 mg, px = 5,0, 
37°) mehr. 


Zu Erkennung und Nachweis des Aktivators, beispielsweise 
in den so bereiteten amylasefreien Losungen, kann die Beschleuni- 
gung der Amyloseverzuckerung durch Gerstenamylase dienen, 
die der Aktivator bewirkt. Diese ist eine betrichtliche; dagegen 
findet man die Aktivatorlésung allein gegeniiber der Amylose 
oder den Produkten ihres partiellen Abbaus ohne Wirkung (Tab. 2). 
Die Gegenwart des Aktivators im Malz ist auch fiir die Erscheinung 
verantwortlich, daB die Kinetik des Amyloseabbaus durch Malz- 
amylase einerseits, durch Gerstenamylase andererseits charak- 
teristische Unterschiede aufweist. Wahrend wir in Ubereinstimmung 
mit den Angaben von H. Liiers und W. Wasmund?) fiir die Ver- 
zuckerung der Amylose durch Malzamylase direkte Proportionalitit 
zwischen Zeit und Umsatz beobachten, die monomolekularen 
Reaktionskonstanten dementsprechend stark ansteigen, verliuft 
die Wirkung des Gerstenenzyms viel langsamer als eine Reaktion 
erster Ordnung. In Gegenwart von Amylokinase findet man 
hingegen den Verzuckerungsverlauf durch Gerstenamylase linear, 
gleichwie durch das Enzym aus Malz. Die zahlreichen einander 
widersprechenden Angaben iiber die Kinetik des Starkeabbaus 
durch Malzamylase, die die Literatur verzeichnet?), werden daher 
auf einen wechselnden Gehalt der angewandten Enzymlésungen 
an Amylokinase zuriickzufiihren sein. 

Tab. 8 veranschaulicht den Reaktionsverlauf der Amylose- 
verzuckerung durch Malz- und Gerstenamylase und durch die mit 
Amylokinase aktivierte Enzymlésung aus Gerste. 

Die Aktivierung der Gerstenamylase durch Amylokinase 
findet man, wie die nachstehenden Tabb. 4 und 5 belegen, inner- 
halb der untersuchten Grenzen unabhiingig von der Reaktion und 
von der Einwirkungsdauer des Aktivators; die bei lingerer Hin- 
wirkungszeit zu beobachtende Abnahme der enzymatischen Leistung 
hat man auf Enzymzerstérung zuriickzufiihren. Die Reaktionsweise 


1) Fermentforschung 5, 169 (1921/22). 
2) Vgl. dazu R. Kuhn in C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre 
Wirkungen, 5. Auflage, 1. Band, 8. 308ff., Leipzig 1925. 
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der Amylokinase unterscheidet sich also hierin wesentlich von der 
des tryptischen Aktivators Enterokinase.!) Fir die Aktivierung 
der Gerstenamylase erweist sich die Anwendung neutraler Reaktion 
am zweckmafigsten, bei welcher das aktivierte Enzym am be- 
stiindigsten ist. 
Tabelle 2. 
Amylokinase und Verzuckerungsgeschwindigkeit durch Gersten- 
amylase. 
(140mg Amylose, 10,0cem 0,1 mol-Citratpuffer von px = 5,1, Gesamt- 
volumen 50 ccm, 30 Minuten, 37°.) 








r Gef. Maltose 

Angewandte "nzymlésung dlibbsctseomicdaian 

; ~~ | */o 

0,5 ccm waBriger Gerstenauszug (1:5). . 37,7 | 27 
0,5 em waBriger Gerstenauszug (1: 5) Tt 8,0 com Aktivator- 

rohlésung . . piepietital ah! a deplete eh ® 120 86 

8,0 cm Aktivatorrohlésung on hot ae OP ee eer eee 0 0 
0,5 ccm Gerstenamylase, nach 30 Minuten ‘Einwirkung durch 

Kochen zerstért, dann 8,0cem Aktivator zugesetzt . . Bi.) | 3 


Tabelle 3. 
Amylokinase und Kinetik des Amyloseabbaus. 
(140mg Amylose; 10,0ccm 0,1 mol-Citratpuffer von py = 5,1; Gesamt- 
volumen 50 ccm; 37°; 0,05 cem Griinmalzauszug (1:5) bzw. 1,0 ccm Gersten- 


auszug (1:5) bzw. 0,16ccm Gerstenauszug (1:5)+0,8cem Aktivator- 
_Tohléeung. ) 


























Malzamylase Gerstenamylase ao hal 
Zeit es + a eee ene — eee ae —_ 7 7 
Min. F se’ = | S\a - sd | Eo | 3a 
lin ad 6% a pve 6% a & eee ad 63 af 
/o z 1 bey /o z fine /o = | R ny 
7,5 --- | — 11,0 637 | 1,47 14,1 831 | 1,87 
10 9,7 421 0,97 —— —_—_ |— — —- j— 
15 ee ae 19,6 594 | 1,80] 29,4 | 945 | 1,96 
20 19,4 442 0,97 — —_ | — —- | — | — 
30 — — | — 33,1 544 1,10 | 60,6 | 1230 | 2,03 
40 39,4 507 | 0,98 — — | — —- —_ | — 
60 59,4 600 | 0,99 | 50,0 464 | 0,83] 91,9 | 1470 | 1,53 
80 ek | I wey fm | tec eee Loewe 
“eo Re so. ee ae ee 
120 = — | — 60,0 304 | 0,50 -- — |; — 
150 97.7 860 0,65) — —};— — |— | — 
240 — — 89,4 339 0,37 — | — — 





1) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 132, 181 (1924/25), 
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Tabelle 4. 


Aktivierungsdauer und amylatische Aktivitat. 
(0,50 com Gerstenauszug (1:5), wechselnde Zeiten bei pp = 7 und 37° mit 
Amylokinaserohlésung belassen; 140mg Amylose; 10,0 ccm 0,1 mol-Citrat- 
puffer von px = 5,1; 15 Minuten; 37°; Angaben bedeuten gebildeten Zucker 
in Milligramm Maltose.) 











Aktivierungsdauer Angewandte Aktivatorlésung (ccm) 
Min. 0 ip. | 2,0 

0 15,4 50,6 84,9 

15 —~ 48,9 81,5 

30 - 48,0 76,3 

60 - 47,2 75,5 

12) 48,0 73,7 





Tabelle 5. 
pu der Aktivierung und amylatische Aktivitat. 
(0,50 com Gerstenauszug (1: 5); 2,0 com Aktivatorrohlésung; 140 mg Amylose; 
10,0 cem 0,1 mol-Citratpuffer von pq = 5,1; 15 Minuten; 37° (fiir die Aktivie- 
rung wie die Enzymbestimmung); Angaben bedeuten gebildeten Zucker in 
Milligramm Maltose.) 











Aktivierungsdauer pu der Aktivierung 
Min. 5,0 7,0 8,9 
0 45 | 745 | 74,5 
15 60,0 72,0 48,9 
30 41,2 70,3 34,6 
60 30,9 66,9 7,7 


Wirkung auf Zooamylase. Die Wirkung tierischer Amy- 
lase, aus Pankreas, wird beim Wirkungsoptimum dieses Enzyms, 
pa = 6,8, durch Amylokinase nur wenig, sehr bedeutend aber bei 
maBig saurer Reaktion gesteigert, z. B. beim Wirkungsoptimum 
der Malzamylase.!) Es ist noch nicht gepriift, ob diese Akti- 
vierung, die bei der mit Chlorion maximal aktivierten Pankreas- 
amylase beobachtet wird, auch bei vollstandiger Abwesenheit 


1) Durch besondere Kontrollversuche, auf deren Wiedergabe wir hier 
verzichten, wurde festgestellt, daB die beobachtete Steigerung der Ver- 
zuckerungsgeschwindigkeit durch den Aktivator weder auf Spuren bei- 
gemengter Malzamylase noch auf eine Spaltung der unveranderten oder der 
partiell durch Pankreasamylase abgebauten Amyloselésung durch den Akti- 
vator, also nicht etwa auf eine enzymatische Wirkung desselben zuriick- 


zufiihren ist, 
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anorganischer Ionen, also gegeniiber ginzlich inaktivem Enzym, 
und mit salzfreier Aktivatorlésung noch zu bemerken ist. Die 
Aktivierung durch Amylokinase wird man in jedem Falle von den 
Wirkungen der Ionen auf die Amylaseaktivitét zu unterscheiden 
haben, da sie auch in Gegenwart reichlicher Mengen von Salzen, 
Chlorid, Phosphat oder auch Citrat und ihrem Gemische erfolgt. 
Andererseits wird man prifen miissen, ob solche Amylasen, wie 
in Leukocyten, fir deren Wirkung nach R. Willstatter und 
M. Rohdewald?) die Gegenwart von Phosphat unbedingt er- 
forderlich ist, auch bei Abwesenheit von Phosphat durch Amylo- 
kinase aktivierbar sind. 

Js ist noch nicht zu beurteilen, ob die Wirkung des Aktivators, 
die wihrend des ganzen Verlaufs des Starkeabbaus, auch schon zu 
Beginn desselben zu beobachten ist, sich nur auf einen bestimmten 
Teilvorgang der Verzuckerung oder aber auf die gesamte hydro- 
lytische Reaktion bezieht. Hinsichtlich der Anderung der Jod- 
firbung in den einzelnen Stadien der Verzuckerung findet man 
fiir den pankreatischen Abbau mit und ohne Amylokinase keine 
deutlichen Unterschiede. 

Wir belegen unsere Versuche iiber die Wirkung des Aktivators 
auf Pankreasamylase beim Abbau der Amylose nachstehend in den 
Tabb. 6 und 7. 


Tabelle 6. 


Amylokinase und Pankreasamylase; Aktivierung und pq. 


(1,0cem verd. Glycerinauszug aus Pankreas (1: 2500) mit 0,010 Am.-E.; 

140 mg Amylose; 10,0 ccm 0,2 mol-Phosphatpuffer von py = 6,8 bzw. 

0,1-mol-Citratpuffer von px = 5,1; 1,0cem 0,2n-NaCl bzw. H,0; 5,0 ccm 

Amylokinase (Rohlésung) bzw. H,O; Gesamtvolumen 50 ccm; 37°; Angaben 
bedeuten Verzuckerung in Prozent Maltose.) 

















pu = 6,8 pu = 5,1 
Zusatz ic dithcangeiannibdlinaseon aon ae 
10 Min. | 30 Min. | 10 Min. | 30 Min. 
| 
ee om - a 
BE 65%. oui we kis Se omaticus 30,6 65,9 54 | 12,3 
ee ee ee ae ~- -~— -- 12,3 
NaCl + Amylokinase. ..... 34,4 69,8 14,7 30,6 






1) Naturw. 19, 745 (1931). 
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Tabelle 7. 


Aktivierung durch Amylokinase und Reaktionsverlauf bei ver- 
schiedenem px. 


(1,0cem verd. Glycerinauszug aus Pankreas (1: 2500) mit 0,010 Am.-E.; 

140mg Amylose; 10,0ccm 0,2 mol-Phosphatpuffer von py = 6,8 bzw. 

pu = 5,1; 1,0 cem 0,2 n-NaCl; 5,0cem Amylokinase (Rohlésung) bzw. H,0; 
37°; Angaben bedeuten Verzuckerung in Prozent Maltose.) 








PH — 6,8 PH = 5 l 
Zeit} ohne | mit | ohne | 7 mit 
Min Amylokinase Amylokinase— Amylokinase | Amylokinase 
-Ver- Pe i eae Ver- ‘es, | Ver- |x 7 
Jodfarb. | suck Jodfarb. muck. -Jodfarb. auck, | Jodfarb. 


zuck. 








10 | 29,4 | “yiolett | 31,0 | violett 8,0 | ‘ee 13,4 blau 

20 | 49,6 _ braunrot | 49,6 | braunrot} 13,3 | blauviol. | 30,0 violett 
40 | 62,6 farblos | 73,6 | farblos | 22,0 | violett | 55,3 braunrot 
60 | 65,2 | farblos | 76,3 | farblos | 25,2 | violett | 67,0 | farblos 











Zur Bestimmung der Amylokinase. Der Bestimmung 
des Aktivators haben wir vorliufig seine Wirkung auf pankreatische 
Amylase zugrunde gelegt. Denn man hat mit der Méglichkeit zu 
rechnen, da die bis jetzt zugaénglichen Priparate von Gersten- 
amylase bereits Amylokinase enthalten; die Gewinnung aktivator- 
freier pflanzlicher Amylase, aus Gerste oder Malz, ist noch nicht 
erreicht, auch noch nicht angestrebt worden. Auch ist die Leistung 
der Amylokinase gegeniiber dem Pankreasenzym von ahnlichem 
AusmaB wie gegeniiber Gerstenamylase. 


Die Messung des Aktivators beruht auf den Beziehungen 
zwischen Aktivatormenge und Aktivierungsleistung z. B. gegeniiber 
dem hundertsten Teile einer Pankreasamylaseeinheit, 0,01 Am.-E., 
und bei pp=5,1; diese findet man bei zunehmender Aktivatormenge 
zunachst proportional, wahrend weiterhin, bei Anwendung gréBerer 
Kinasemengen, die relative Aktivierungsleistung infolge der Ab- 
sittigung des Enzyms mit dem Aktivator abnimmt. Tab. 8 sowie 
die Figur veranschaulichen die beobachtete Abhiangigkeit der 
Amylaseaktivitit von der angewandten Kinasemenge. 


Als vorlaufiges MaB fiir die Menge des Aktivators haben wir 
die ,Amylokinaseeinheit (Am.-K.|-e.]) definiert als diejenige 
Aktivatormenge, welche 0,01 Am.-E. (aus Pankreas) unter den in 
Tab. 8 angegebenen Bedingungen eine Aktivierung entsprechend 
einer Maltosebildung von 10 mg in 20 Minuten erteilt. 
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Als Aktivierungsleistung emer Amylokinaseeinheit gegeniiber 
0,01 Einheiten der Gerstenamylase finden wir andererseits eine 
Maltosebildung von 12,3 mg in 20 Minuten. 


Tabelle 8. 

Aktivatormenge und Aktivitat von Pankreasamylase. 
(1,0cem verd. Glycerinauszug aus Pankreas (1: 2500) mit 0,010 Am.-E.; 
wechselnde Mengen Aktivatorrohlésung; 140 mg Amylose; 10,0 ccm 0,1 mol- 
Citratpuffer von pr = 5,1; 1,0cem 0,2n-NaCl; Gesamtvolumen 50 ccm; 

20 Minuten; 37°.) 























Aktivatorlésung Geb. Maltose Aktivierungsleistung 
ecm , mg mg Maltose 
- - SE — = r = ———— = — 

0 12,9 0 
0,25 17,3 4,4 
0,50 23,2 10,3 
0,75 28,3 15,4 
1,00 34,3 21,4 
2,0) 40,3 27,4 
I0. —+— 

| 20} 

8 ol 

g 

® 





| 
a ee: 
0 10 20 40 40 

4m.-K -(@ ———~ 





Aktivatormenge und Aktivierung von Pankreasamylase. 


Als vorliufiges MaB fiir den Reinheitsgrad der Amylokinase 
schlagen wir den ,,AAmylokinasewert (Am.-K[-w.]) vor, der 
gegeben ist durch die Anzahl der Amylokinaseeinheiten in 1 g 
des Praparats. 


3. Kigenschaften der Amylokinase. 


Bestandigkeit. Die Haltbarkeit der rohen, aber schon von 
Amylase befreiten Lésungen des Aktivators findet man, wie die 
nachfolgende Tab.9 belegt, am grdé8ten bei schwach saurer 
Reaktion (px = 5), geringer im starker sauren (px = 3,8) oder 
im neutralen und am geringsten im alkalischen Gebiet (px = 8,9). 
Auch beim Erhitzen auf 100° biiBen die neutralen Lésungen ihre 
aktivierende Wirkung rasch ein, schon nach 80 Minuten findet 
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man unter diesen Bedingungen fast keinen Aktivator mehr 
(Tab. 10). Amylokinase und Enterokinase zeigen hierin ein ahn- 
liches Verhalten; wie diese wird auch der amylatische Aktivator 
zu den hohermolekularen Stoffen zu rechnen sein. 


Tabelle 9. 

Bestandigkeit der Amylokinase bei verschiedenem px. 
(0,75 ccm Aktivatorrohlésung; px eingestellt durch Zusatz von 2,0 ccm 
0,1 n-Acetatpuffer bzw. verd. NaOH; 2!/, Stunden bei 37° aufbewahrt; 
Aktivatorbestimmung ausgefiihrt gegeniiber Gerstenamylase; Angaben be- 
deuten Gehalt an Am.-K.[-e.].) 

















Pu = 3,8 5,0 7,0 
Zu Beginn .... 0,9 0,9 0,9 0,9 
Nach 21/, Stunden . 0,5 0,9 0,6 0,3 














8,9 





Tabelle 10. 
Kochbestandigkeit der Amylokinase bei neutraler Reaktion 


(2,0 cem Aktivatorrohlésung, wechselnde Zeiten auf 100° erhitzt; Aktivator- 
. bestimmung ausgefiihrt gegeniiber Gerstenamylase. 





Erhitzungsdauer Gehalt der Probe 
Min. an Am.-K.(-e.) 
0 2,0 
15 0,8 
30 0,1 





Verhalten bei der Dialyse. Man findet die Amylokinase, 
wie die Versuche der Tab. 11 erweisen, wenigstens in den bis jetzt 
gepriften, noch unreinen Lésungen, durch tierische Membran 
nicht dialysierbar; die wihrend der Dialyse beobachtete Abnahme 
des Aktivatorgehaltes in dem Dialysator ist, wie die Priifung der 
AuBenfliissigkeit ergeben hat, nicht auf ein Passieren des Aktivators 
durch die Membran, sondern auf seine Zerstérung in den an- 
gewandten langen Versuchszeiten zuriickzufiihren. 

Adsorptionsverhalten. Zur Kennzeichnung des Adsorp- 
tionsverhaltens der Amylokinase liegen nur einige vorliufige Ver- 
suche vor, die die praiparative Reinigung des Aktivators vor- 
bereiten. So beruht seine Abtrennung von begleitendem amy - 
latischem Enzym, wie schon angefiihrt, auf der verhaltnismabig 
geringen Adsorbierbarkeit des Aktivators durch Tonerde bei 
saurer Reaktion, wiihrend die Amylase in den Malzausziigen 
von den angewandten Mengen des Adsorbens vollkommen auf- 
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genommen wird. Auch in den so von Amylase befreiten Aktivator- 
lésungen findet man das Adsorptionsverhalten entsprechend. Wie 
die in Tab. 12 zusammengefaBten Versuche belegen, wird der 
Aktivator durch Tonerde der Sorte C, bei maBig oder starker 
saurer Reaktion, px = 5,0 bzw. px = 3,8, nur teilweise, viel 
leichter dagegen und durch die angewandten Mengen des Adsorbens 
vollstandig bei neutraler Reaktion adsorbiert. Die Adsorptions- 
affinitéit der Amylokinase zu dem starker basischen Eisenhydroxyd 
andererseits ist noch staérker ausgeprigt als die zu der Tonerde; 
von Kisenhydroxyd wird der Aktivator auch aus saurem Milieu 
leicht und vollstéindig aufgenommen. 


. 


Tabelle 11. 


Dialysierbarkeit der Amylokinase. 


(150 ccm neutrale Aktivatorrohlésung, im Vakuum bei 30° auf 30 ccm ein- 

geengt und in einer Fischblase gegen destilliertes Wasser unter 6fterer 

Erneuerung der AuBenfliissigkeit dialysiert; Aktivatorbestimmung mit 
aliquoten Teilen der Lésungen gegeniiber Gerstenamylase ausgefiihrt.) 











Dauer der Dialyse Gefundene Am.-K.(-e.) 
Tage Dialysatorinhalt AuBenfliissigkeit 

0 1,6 | we 

11/, 0,9 0 

21/, 0,6 | 0 

8 0,3 0 





Die verhaltnismaBig leichte Aufnahme der Amylokinase durch 
‘Tonerde bei neutraler Reaktion laBt sich zu ihrer weiteren Reinigung 
nutzbar machen, da der Aktivator von den Tonerdeadsorbaten, 
z. B. durch Alkaliphosphat in befriedigender Ausbeute sich wieder 
ablésen laéBt; seine Elution aus den Adsorbaten an Eisenhydroxyd 
hat sich dagegen noch nicht durchfiihren lassen. Die Reinigung 
des Aktivators durch eine soleche Adsorption an Tonerde und 
Elution, die wir in einigen Beispielen durchgefiihrt haben, ist eine 
betrachtliche; es gelingt namlich mit diesen Vornahmen, die 
bedeutenden Mengen reduzierender Substanz, welche den Akti- 
vator aus den Griinmalzausziigen in seine amylasefreien Roh- 
lésungen noch begleiten, nahezu vollstindig abzutrennen. Fir 
die Sicherheit und Zuverlassigkeit der quantitativen Bestimmung 
des Aktivators ist diese Abtrennung reduzierender Begleitstoffe 


von Bedeutung. 
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Tabelle 12. 


Adsorptionsverhalten der Amylokinase. 


25 ccm neutrale Aktivatorrohlésung, enth. 94 Am.-K.(-e.); 5,0 cem n-Acetat- 
puffer bzw. H,O; 10,0ccm Tonerdesuspension C, (= 250mg AI,O,) bzw. 
8,0 ccm gealterte Eisenhydroxydsuspension (= 240 mg Fe,0,); Elution des 
Tonerdeadsorbats bewirkt mit 20 ccm 0,2 mol-Na,HPO,, des Eisenadsorbats 
mit 20ccm 0,04n-NH, (20°/, Glycerin enth.); Bestimmungen ausgefiihrt 
mit aliquoten Teilen der Lésungen gegeniiber Gerstenamylase; Angaben 
bedeuten Prozent Ausbeute, bezogen auf die Ausgangslésung.) 








Aktivatorausbeute 


Gepriifte Lésung pu der Adsorption a 

/0 

Restlésung der Tonerdeadsorption 3,8 52 
9 9 9 5,0 4] 

” 29 99 7,0 0 
Elution des Tonerdeadsorbats. . 7,0 55 
Restlésung der Eisenadsorption . 3,8 0 
Elution des Eisenadsorbats. . . 3,8 0 








Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir 
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Uber das Arcain. 
Von 


Fr. Kutscher und D. Ackermann. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Marburg 
und dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Oktober 1931.) 


In Fortfiihrung unserer Untersuchungen iiber die Archen- 
muschel?) haben wir den Eintritt der kiihleren Jahreszeit benutzt, 
uns lebende Tiere vom Mittelmeer kommen zu lassen, um sie 
sofort auf Arcain zu untersuchen. Es mute hier insofern eine 
Liicke ausgefiillt werden, als die, wenn auch sehr entfernte Méglich- 
keit bestand, daB in der langen Zeit, waihrend welcher der das 
erste Mal untersuchte, eingedickte Extrakt aufbewahrt wurde, 
das Arcain sich aus anderen Substanzen erst gebildet haben kénnte. 

Kine Mitteilung der Herren Leonidas Zervas und Max Berg- 
mann?) iiber das Areain veranlabt uns, schon jetzt mitzuteilen, 
daB auch aus diesem sofort untersuchten Material sich ohne 
Schwierigkeiten das Arcain gewinnen lief. Dabei gelang es diesmal 
sogar, einen ‘l'eil des charakteristischen Sulfates ohne weiteres aus 
den schwefelsauren Basen der Argininfraktion mit Methanol aus- 
zufillen, unter Umgehung der Pikrinsiurefillung. Hierauf legen 
wir deshalb besonderen Wert, weil, wie schon A. Kiesel*) gelegent- 
lich der Synthese des Kérpers betont, die Zersetzung des Pikrats 
nur in Gegenwart von viel iiberschiissiger, starker Mineralsiure 
gelingt. Man kann also auch unter Vermeidung eines derartigen 
Kingriffes zum Arcain gelangen. 

Die Méglichkeit des biologischen Vorkommens einer ent- 
sprechenden Verbindung mit Carboxylgruppe sowie andere Méglich- 
keiten haben wir gelegentlich eines Vortrages tiber diesen Gegen- 
stand auf der XII. Tagung der Deutschen Physiologischen Gesell- 
schaft in Bonn (Mai 1931) bereits beriihrt, sind aber in der Ver- 
Offentlichung mit Absicht nicht weiter darauf emgegangen. 
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An eine Disproportionierung haben auch wir gedacht, aller- 
dings weniger im Sinne der interessanten Beobachtung von Zarvas 
und Bergmann’) als eher in dem eines Uberganges von 2 Mole- 
kiilen Agmatin in je 1 Molekiil Arcain und Putrescin. Ein solcher 
mute vom Standpunkte des Biologen besonders deshalb in Be- 
tracht gezogen werden, weil ja das Agmatin bereits in der niederen 
Tierwelt (Geodia gygas)®) einmal aufgefunden war. 


Erwahnt sei noch, da8 wir bei Aufarbeitung einer groéBeren 
Menge Miesmuscheln (73 kg Mytilus edulis) bisher vergeblich 
nach Arecain gesucht haben. 


Experimenteller Teil. 


200 kg lebender Archenmuscheln, die am 14. September 1931 
abgesandt wurden und am 17. September morgens zur Verarbeitung 
kamen, wurden durch kurzen Aufenthalt in heiiem Wasser getétet, 
worauf sie sich bequem 6ffnen lieBen und 24 kg Weichteile lieferten. 
Der hieraus nach dem Zerkleinern erhaltene Heifwasserextrakt 
wurde eingeengt, worauf nach direkter Fillung mit Phosphor- 
wolframsiure eine Argininfraktion gewonnen wurde. Die so er- 
haltene Basenlésung wurde bei schwach schwefelsaurer Reaktion 
im Vakuum stark eingeengt und mit Methanol im Uberschub 
versetzt. 


Das sich abscheidende harzige Sulfat wurde durch voriiber- 
gehende Uberfiihrung in das Pikrat gereinigt und gab dann nach 
dem Umkrystallisieren 1,5 g analysenreines Arcainsulfat vom Zer- 
setzungspunkt 290°. 


4,650 mg Substanz gaben 4,580 mg CO, und 2,77 mg H,O 


5,238 ,, oF » 1,383 cem N, (18°, 755 mm). 
Ber. C 26,64°/, H 6,71°/, N 31,10°/, 
Gef. ,, 26,86°/, 5 6,67°/, 9» 30,779/, 


Kin Teil des so gereinigten Sulfats lieferte reines, typisches 
Areainpikrat vom Zersetzungspunkt 258—254°. 


3,480 mg Substanz gaben 4,890 mg CO, und 1,16 mg H,O 


4,124 mg - » 0,936 cem N, (18,5°, 754 mm). 
Fiir Cy.H,.N.2C,H,N,0, 
Ber. C 34,27°/, H 3,52°/, N 26,67°/, 


Gef. ,, 34,73°/, ,» 3,38°/, ,» 26,37%/, 
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Die methylalkoholische Mutterlauge der Hauptmenge des 
noch dligen Arcainsulfats setzte nach einiger Zeit Krystalle ab, 
die ohne weitere Reinigung nach einmaligem Umkrystallisieren 
reines Arcainsulfat vom Zersetzungspunkt 291° darstellten. 

2,831 mg Substanz gaben 0,753 ccm N, (18°, 754 mm). 
Ber. N 31,109, Gef. 30,949/,. 
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Die quantitative Bestimmung der Homogentisinsdure 
im Blutserum und in der Milch des Alkaptonurikers. 
Von 


Franz Lanyar und Hans Lieb. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Oktober 1931.) 


Bei den Versuchen, die G. Katsch und E. Metz?) vor einigen 
Jahren zum Nachweis der Homogentisinséiure im Blutserum des 
Alkaptonurikers angestellt hatten, konnten sie feststellen, daB die 
Konzentration der Séure zu gering ist, um sie mit den iiblichen 
Methoden, die fiir den Nachweis im Harn verwendet werden, 
nachweisen zu kénnen. Das Serum zeigt auch an der Luft keine 
Spur eines Nachdunkelns. Nachdem Katsch mit mehreren Mit- 
arbeitern an wiBrigen Homogentisinsiurelésungen verschiedene 
Farbenreaktionen versucht hatte, fand er unter anderem in der 
Phosphorwolframséure und in der Arsenphosphorwolframsiure, 
die auch fiir die colorimetrischen Bestimmungen der Harnsiiure 
nach Folin bzw. nach Benedict verwendet werden, Reagenzien, 
die mit waBrigen Homogentisinsiurelésungen auf Zusatz von 
Boraxlésung noch bei einem Gehalt von 0,14 mg-°/, schwach 
positive Reaktion (Blaufairbung) geben. Unmittelbar im Blut- 
serum waren aber auch diese Farbreaktionen nicht anwendbar, 
sondern erst nach Entfernung der EiweiBk6érper, was zunachst 
mittels Ultrafiltration erzielt wurde. Unter diesen Umstinden 
trat im Filtrat bei einem Gehalt des Ausgangsgemisches von 
2,5 mg-°/, gerade noch eine schwache Blaufirbung auf, wihrend 
die Reaktion bei einem Gehalt von 1,25 mg-°/, schon negativ 
war. Katsch bestimmte also die Empfindlichkeitsgrenze mit 
2,5 mg-°/,. Mit Aceton als EnteiweiBungsmittel war die Phosphor- 





1) Dtsch. Arch. f. klin. Medizin 157, 143 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIII. 
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wolframsaéure nicht anwendbar, wohl aber die von Metz vorher 
angegebene Methode mit Kaliumferricyanidferrichlorid, wobei 
durch die reduzierende Wirkung der Homogentisinsiure Blau- 
firbung (Berlinerblau) auftritt. Bei emem Gehalt von 2,5 mg-°/, 
im enteiweiBten Filtrate trat noch eine schwache Blaugriinfairbung 
auf, wihrend normales Serum nur eine hellgriine Farbung be- 
wirkte. Auf diese Weise war es Katsch ebenfalls gelungen, im 
Alkaptonurikerserum qualitativ die Homogentisinséure nach- 
zuweisen. Harnsiure, mit welcher die Phosphorwolframsaure oder 
Arsenphosphorwolframsiaure gleichfalls eine Blauférbung erzeugt, 
gibt unter den Bedingungen, wie sie Katsch wahlte, erst nach 
3 Stunden eine ganz schwache Blaufirbung. Die weitaus geringere 
Kmpfindlichkeit der Reaktionen im Serum gegeniiber der in einer 
einfachen waBrigen Homogentisinséurelésung erklirt Katsch 
damit, da8 entweder wahrend des Filtrierens ein Teil der Saure 
oxydiert wird, oder daB der sogenannte oxydationshemmende 
Korper [nach Katsch und Stern‘)| im Spiele sei. Nach unseren 
friiheren Feststellungen?) kommt die letztere Mdéglichkeit nicht 
in Betracht. 

Da auch nach Tyrosinfiitterung keine Vermehrung der Homo- 
gentisinsiure im Serum festzustellen war, suchten Katsch und 
Metz zwecks quantitativer Bestimmung dadurch eine Anreicherung 
der Séiure zu erzielen, daB sie dem mit Schwefelsiure angesiuerten 
Serum die Homogentisinséure durch mehrmaliges Ausschiitteln 
mit Ather entzogen. Dabei ergab sich jedoch, da8 trotz 6maligem 
Ausschiitteln nur 20°/, von der dem Normalserum zugesetzten 
Homogentisinséiure entzogen werden konnten, weshalb das mit 
Arsenphosphorwolframséure und Borax colorimetrisch erhaltene 
Resultat mit 5 multipliziert werden mute! Dieses Ergebnis ist 
nicht verwunderlich, weil der Teilungskoeffizient der Homogen- 
tisinsiiure zwischen Wasser und Ather wegen ihrer au8erordentlich 
leichten Léslichkeit im Wasser recht ungiinstig hegt. Auf diese 
Weise bestimmten die erwéihnten Autoren den Gehalt an Homo- 
gentisinsiure im Alkaptonurikerserum zu 1 mg-°/). 

Mit dieser Methode, die wir zur quantitativen Bestimmung 
der Homogentisinséure in der Milch einer stillenden Alkaptonuri- 
kerin verwenden wollten, stellten wir zunachst Versuche mit 
Normalserum unter Zusatz einer bestimmten Menge von Homogen- 


1) Dtsch. Arch. f. klin. Medizin 151, 329 (1926). 
2) Diese Z. 182, 218 (1929). 
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rv tisinsiure an. Da die Ergebnisse gar nicht befriedigend waren, 
sj | was begreiflich ist, wenn man bedenkt, daB mit der Methode von 
\ Katsch und Metz bei der Atherextraktion nur '/; der wirklich 
a vorhandenen Séuremenge wiedergewonnen werden kann, arbeiteten 
g | wir ein modifiziertes Verfahren unter Vermeidung der Ather- 
se extraktion aus. 
n Durch systematische Versuche stellten wir zunichst fest, daB 
\ sich zur vollstindigen Entfernung der FiweiBk6érper aus dem Serum 
. und auch aus der Milch ein Gemisch von gleichen Teilen 10°/,iger 
ql waBriger Lésung von Natriumwolframat und 2/8 n-Schwefelsiure 
am besten eignet. -Fiir die colorimetrische Bestimmung der Homo- 
e gentisinséure mit Phosphorwolframsiure im Filtrat nach der Ent- 
r eiweiBung hat die Boraxlésung gegeniiber anderen Alkalien den 
h ; Vorteil, daB sich die itibrigen reduzierenden Stoffe, wie z. B. die 
e Harnsaure, nur allmahlich und in geringem Ausmafe bemerkbar 
e machen. Trotzdem kénnen sie bei der Bestimmung nicht vernach- 
n lassigt werden. Sie sind die Ursache, daB man etwas zu hohe 
t : Werte erhalt, wenn man die dem normalen Serum zugesetzte 
: Homogentisinséure bestimmt. Da dieser Fehler von dem jeweiligen 
™ | Gehalt des Serums bzw. der Milch an reduzierenden Substanzen 
d _ abhangig ist, mu8 er in jedem Einzelfalle dadurch bestimmt 
g : werden, da8 in einem Teil des Serums bzw. der Milch die Homogen- 
n : tisinséure zerstért und dann eine dem Homogentisinsiuregehalt 
n ; der zu untersuchenden Fliissigkeit ungefihr entsprechende Menge 
n -_ Homogentisinséure zugesetzt und colorimetrisch bestimmt wird. 
n | Ks 14Bt sich auf diesem Wege genau ermitteln, um welchen Betrag 
t _ in einem bestimmten Serum (Milch) der fiir die Homogentisin- 
e '  séure erhaltene Wert durch die reduzierenden Eigenschaften 
t R anderer Stoffe zu hoch ist. Erst unter Beriicksichtigung dieser 


- ’ GréBe laéBt sich der wahre Gehalt an Homogentisinsiure be- 
h _  rechnen. 


6 : Arbeitsmethodik. 


Das Blut wird durch Venenpunktion, die Milch durch Ab- 
saugen im Laboratorium entnommen. Die sofortige Verarbeitung 
ist unbedingt notwendig, da bereits nach 4—5 Stunden die Homo- 
gentisinsdure in diesen Flissigkeiten nicht mehr sicher nachgewiesen 
werden kann. So war z. B. in einem Versuch, bei dem wir das 
Serum iiber Nacht stehen lieBen, die Homogentisinsiure colori- 
metrisch nicht mehr nachweisbar. 5 cem Serum bzw. 10 cem Mileh 
werden in einem 50 cem-MeSkolben mit 10cem destilliertem 
10* 
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Wasser verdinnt und mit einem Gemisch von gleichen Teilen 
10°/,iger Natriumwolframatlésung und 2/3 n-Schwefelséure ver- 
setzt. (Auf keinen Fall darf die Natriumwolframatlésung allein 
zugesetzt werden, da sie wegen ihrer alkalischen Reaktion die 
Homogentisinséure zerst6ren wiirde.) Nach kurzem Stehen wird 
filtriert und 25 cem des Filtrats in einen MeBkolben gegeben. 
}is werden nun 1 ecm Phosphorwolframséure (zur Darstellung der 
Phosphorwolframséure werden 100g Natriumwolframat und 
80 ccm 85°/jiger Phosphorsiure {spez. Gew. 1,70] mit 750 ccm 
Wasser mehrere Stunden gekocht und nach dem Abkiihlen auf 
1 Liter aufgefillt) und 20 ccm kalt gesittigter Boraxlésung zu- 
gesetzt und auf 50 ccm aufgefiillt. Das entspricht einer Serum- 
konzentration von 5 in 100 cem dieser verdiinnten Lésung. Die 
Lésung weist jetzt eine Wasserstoffzahl, entsprechend pu = 7,4 
auf. Bei dieser Wasserstoffzahl entsteht auch mit Harnsiure 
bereits eine schwache Blaufarbung. Wahlt man eine Wasserstoff- 
zahl, entsprechend pu = 6,2, so bleibt zwar die Wirkung der 
Harnsiure innerhalb der angegebenen Zeit aus, aber auch die 
Homogentisinsiure gibt keine optimale Blaufirbung. Gleich- 
zeitig wird auch die fiir den colorimetrischen Vergleich be.timmte 
Homogentisinsdéurelésung bereitet, deren Konzentration sich nach 
dem zu erwartenden Homogentisinséuregehalt richtet. Da die Blau- 
firbung nach Zusatz der Boraxlésung auch nach 10 Minuten 
langem Stehen noch in geringem Mafe zunimmt, ist es fiir die 
irzielung exakter Ergebnisse unbedingt erforderlich, zur gleichen 
Zeit zu der Objektlésung und der Testlésung die Boraxlésung 
zuzusetzen und nach entsprechender Wartezeit die Blaufirbung 
colorimetrisch zu vergleichen. Fiir die Bestimmung des Homo- 
gentinsiuregehalts des Serums und der Milch, tiber deren Er- 
gebnisse weiter unten berichtet werden wird, wurden als Test- 
lésung 2 ccm einer 10 mg-°/,igen Homogentisinséurelésung mit 
1 cem Phosphorwolframséure und 20 ccm kaltgesattigter Borax- 
lésung versetzt und auf 50 ccm aufgefiillt. Die Konzentration 
dieser Verdiinnung betrigt also 0,4 mg. 10 Minuten nach Zusatz 
der Boraxlésung zu der zu untersuchenden Flissigkeit und zur 
Testlésung wird im Colorimeter der Vergleich durchgefiihrt und 
nach der bekannten Formel 

8, °Cy 

.“s 

der Gehalt an Homogentisinsiiure berechnet. Da ein leicht gelb- 
licher Farbton beim colorimetrischen Vergleich der blaugefirbten 
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Fliissigkeit die Ablesung etwas erschwert, empfiehlt sich die Ver- 
wendung einer Blauscheibe, welche vor das Okular vorgehalten 
wird.) Der auf diesem Wege erhaltene Wert ist wegen der bereits 
erwahnten reduzierenden Substanzen, welche sich normalerweise 
im Serum und der Milch Gesunder vorfinden, etwas zu hoch. 
Der Fehler muB8 daher jedesmal fiir ein bestimmtes Serum (bzw. 
Milch) in folgender Weise ermittelt werden: Es werden 5 ccm 
desselben Serums, (10 ccm Milch), in ein 50-ccm-K6lbchen gegeben 
und mit 10 ccm einer 1/10-n-Natronlauge versetzt, gut 
durchgemischt und zur Zerstérung der Homogentisinsiure einige 
Minuten Sauerstoff oder Luft durchgeleitet. Dann wird mit 
11 ccm 1/10-n-Salzsiure schwach sauer gemacht und eine Homogen- 
tisinséurel6sung von bekanntem Gehalt zugesetzt (fiir die nach- 
folgenden Versuche 4 ccm einer 10 mg-°/,igen Lésung). Die Homo- 
gentisinsiure wird nun, wie eben beschrieben, neuerlich bestimmt 
und auf diese Weise der Fehler ermittelt, weleher durch die nor- 
malerweise im Serum und in der Milch vorhandenen reduzierenden 
Substanzen bedingt ist. 


Bestimmung der Homogentisinséure im Blutserum und in der Milch 
einer 26jahrigen Alkaptonurikerin. 


A. Blutserum: Blutentnahme 3 Stunden nach dem Mittagessen. Die 
zu diesem Zeitpunkte gelassene Harnmenge enthielt 0,49°/, Homogentisin- 
siure [nach der jodometrischen Methode von Metz-Lieb-Lanyar®*) be- 
stimmt]. 


Zur Bestimmung wurden 5 ccm Serum verwendet: 
8, = 20, 8 = 35, 
¢, = 0,4, c, = 0,23. 


100 ccm der .Serumverdiinnung oder 5 ccm unverdiinntes Serum ent- 
halten also 0,23 mg. Die Konzentration des unverdiinnten Serums, die dem- 
nach 20mal gréBer ist, wiirde 4,6 mg betragen, wenn nicht infolge der Wirkung 
anderer reduzierender Stoffe (Harnséure) im Serum bei dieser Bestimmung 
der Homogentisinséurewert zu hoch gefunden wiirde. Zur Ermittlung dieses 
Fehlers wird in weiteren 5 com Serum nach dem in der Arbeitsvorschrift an- 
gegebenen Verfahren die Homniogentisinsiure zerstért und dann 4 ccm einer 
10 mg-°/,igen Homogentisinséurelésung zugesetzt und weiter behandelt, wie 
vorher. Die colorimetrische Bestimmung dieser Serumverdiinnung ergab: 


8 =20, 8 = 16, 


c¢, = 0,4, c= 0,53. 


1) Es wurde das Chromophotometer von Plesch verwendet. 
2) Diese Z. 181, 199 (1929). 
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Statt 0,4 mg wurden infolge der Reduktionswirkung anderer Stoffe 
0,53 mg Homogentisinséure gefunden. Es ist also in diesem Falle der durch 


die colorimetrische Bestimmung erhaltene Wert mit dem Quotienten aos = 0,75 
J 5° 


zu multiplizieren, um den wahren Gehalt an Homogentisinséiure zu erhalten. 
Mit dieser Zahl muB auch die im ersten Versuch ermittelte Konzentration 
C, == 0,23 multipliziert werden, um den wirklichen Gehalt an Homogentisin- 
siure in 5 cem des Alkaptonurikerserums zu erhalten. Demnach enthalten 
5cem davon 0,23-0,75 = 0,1725 mg oder 100 ccm enthalten 3,45 mg. Das 
untersuchte Alkaptonurikerserum weist also einen Gehalt von 3,45 mg-°/, auf. 

B. Milch: Entnahme um 13 Uhr mittels Pumpe. Die gleichzeitig ge- 
lassene Harnportion enthielt 0,53°/, Homogentisinsiure. Zur Bestimmung 
wurden 10 ccm Milch verwendet. 

® &, = 20, &> = 15,8, 
c¢, = 0,4, c= 0,61. 

100 cem der Milchverdiinnung oder 10 ccm unverdiinnte Milch ent- 
halten also 0,5 mg Homogentisinsiure. Infolge der Reduktionswirkung, 
insbesondere der Harnsaure in der Milch, ist dieser Wert zu hoch. Der Fehler 
wird in einem weiteren Versuch mit 10 ccm derselben Milch wie vorher beim 
Serum ermittelt. Es wird die Homogentisinséure zunachst zerstért und dann 
4 ccm einer 10 mg-°/,igen Lésung zugesetzt und nun die colorimetrische 


Bestimmung durchgefiihrt. 
8, = 20, 8, = 15,5, 


c, = 0,4 c. = 0,52. 
Um den wahren Gehalt der Milch an Homogentisinséiure zu erhalten, 
muB die ermittelte Konzentration der Milchverdiinnung mit dem Quotienten 


a = 0,77 multipliziert werden. Demnach ergibt sich, daB die Milch der 


Alkaptonurikerin 3,9 mg-°/, Homogentisinsiure enthielt. 
C. Blutserum eines 32jaéhrigen Alkaptonurikers: Blutentnahme um 
18 Uhr. Der Homogentisinsiuregehalt des gleichzeitig gelassenen Harnes 
betrug 0,52°/). 
Bestimmung der Homogentisinséiure in 5 ccm Serum wie unter A. 
8,= 20, 8 = 40, 
c, = 0,4, cy = 0,2. 
Kontrolle: s, = 20, 8s, = 16, 
C) — 0,4, Co = 0,5. 
: 0,4 
Quotient = — = 0,8. 
0,5 
Die Homogentisinséuremenge in 5 ccm Serum betrégt demnach 
0,2-0,8 = 0,16 mg. 100 cem Serum enthalten demnach 3,2 mg Homogentisin- 
saure. 


Zusammenfassung. 
Is wird eine colorimetrische Methode zur Bestimmung der 


Homogentisinsiure im Blutserum und in der Milch beschrieben. 
Sie besteht darin, daB die EiweiBkérper mit einem Gemisch von 











‘ ee ee es 






































Hans Lieb und Franz Lanyar, Die jodometrische Bestimmung usw. 141] 


fe : 10°/,iger waBriger Natriumwolframatlésung und 2/3 n-Schwefel- 
h siure gefallt und dem Filtrat Phosphorwolframsiure und konzen- 
15 trierte Boraxlésung zugesetzt werden. Die Intensitiét der ent- 
" standenen Blauférbung wird mit einer frisch bereiteten Standard- 
m lésung von Homogentisinséure im Colorimeter verglichen. In der 
n- zu untersuchenden Substanz wird nun die vorhandene Homo- 
- gentisinséure zerstért und nach Zusatz einer bekannten Menge 
; dieser Saéure eine neuerliche Bestimmung durchgefiihrt. Aus der 
“ Differenz des gefundenen Wertes und der tatsichlich zugesetzten 
1g Homogentisinséuremenge wird dann der Fehler ermittelt, welchen 
die iibrigen reduzierenden Substanzen im Serum bzw. in der Mileh 
hervorrufen. 
Auf diesem Wege wurde festgestellt, da8 beim Alkaptonuriker 
t- der Homogentisinséuregehalt im Blut und in der Milch sehr 
: niedrig ist und in den untersuchten Fallen zwischen 8 und 4 mg-°®/, 
is betragt. 
n e 
he 


Uber die jodometrische Bestimmung der Homogentisinsdure 


— - im Harn. 
on Bemerkungen zur gleichnamigen Ver6ffentlichung von Kh. Metz!) 
er / 

: Von 


Hans Lieb und Franz Lanyar. 


: Bei voller Anerkennung der Verdienste von E. Metz um die Einfiihrung 
r einer sehr einfachen Methode zur Bestimmung der Homogentisinséure im Harn 
miissen wir doch darauf hinweisen, daB seine erste Arbeitsvorschrift?) so 
allgemein gehalten ist, daB danach keine exakten Resultate zu erzielen sind. 
Wir muBten erst die Bedingungen ermitteln, unter denen die umkehrbare 
t Reaktion auch im Harn in der einen oder anderen Richtung quantitativ ver- 
lauft, und die Menge der zuzusetzenden Reagenzien feststellen.*) Erst in 
Seiner neuen Veréffentlichung gibt Metz eine genauere Arbeitsvorschrift, die 
sich im wesentlichen unserer Arbeitsweise anschlieBt (Zusatz von Jodkalium- 
lésung, gréBere Mengen von Natriumbicarbonat und insbesondere von Schwefel- 


Eso 9s Saat tere” MES ore ee 


n- j séure). Nur zwei unserer vorgeschlagenen Modifikationen halt er fiir keine 
‘ Verbesserungen. So meint er, daB die Bestimmung in gréBerer Verdiinnung 
‘ kein wesentlicher Vorteil sei, weil dadurch die Reduktion der Chinonessigsiure 

r & 1) Diese Z. 198, 46 (1930). 

x : 2) Biochem. Z. 190, 261 (1927). 


3) Diese Z. 181, 199 (1929). 
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zur Homogentisinsiure stark verzégert werde. Die Harnverdiinnung wurde 
von uns deshalb eingefiihrt, weil dann die Bestimmung des Titrationsendpunktes 
in allen Fallen sehr einfach und sicher wird. MuB doch Metz nach seiner 
urspriinglichen Arbeitsvorschrift bei stark dunkel gefarbten Harnen den Um- 
schlagspunkt nach Blau durch Tiipfeln mit Starke feststellen. Auch bei der 
von uns vorgeschlagenen Verdiinnung kann man meist die Titration sofort 
durchfiihren, ohne die vorgeschlagenen 15 Minuten warten zu miissen. Da 
wir aber bei einzelnen Harnen eine verzégernde Einwirkung im Reaktions- 
ablauf feststellen konnten, haben wir empfohlen, besser 15 Minuten zu warten, 
weil durch die Erfahrung festgestellt werden konnte, daB dann in jedem Fall 
die Umwandlung von Chinonessigséure in Hydrochinonessigséure beendet ist. 
Ubrigens halt es Metz selbst fiir zweckmaBig, den Harn stets so zu verdiinnen, 
daB nicht mehr als 10—12 ccm n/20-Jodlésung verbraucht werden. Ferner 
gibt er an, daB man bei sehr niedrigem Homogentisinséurewert vor der 
Titration mit Thiosulfatlésung einige Minuten warten muB. 

Zur Kritik des von uns eingefiihrten Korrekturwertes bemerken wir 
folgendes: Wir haben in unserer Veréffentlichung ausfiihrlich auseinander- 
gesetzt, daB der Verlust an Homogentisinsiure bei der jodometrischen Be- 
stimmung im Harn in erster Linie von der Beschaffenheit des Harnes ab- 
hangig ist. Verwendet man stets 10 ccm Harn fiir die Bestimmung, so schwankt 
der Verlust an Homogentisinséure zwischen 0,4—1,0 mg. Aus diesem Grunde 
kann man zu der fiir 10 cem Harn verbrauchten Menge n/20-Thiosulfatlésung 
0,2 ccm addieren. Dann betragt der maximale Fehler fir Homogentisinséure 
weniger als 0,5 mg in 10 ccm Harn. 

Bei der von Metz angegebenen Arbeitsvorschrift ist natirlich dieser 
iibrigens sehr kleine Korrekturwert nicht zu verwenden, weil, je nach dem 
Gehalt| des Harnes an Homogentisinsiure, verschieden groBe Harnmengen 
zur Bestimmung verwendet werden. 

Die von uns ausgearbeitete Arbeitsweise, die wir in dieser Z. 181, 199 
(1929) veréffentlicht haben, hat sich bei allen von uns untersuchten Harnen 
gut bewahrt. Nur in einem Falle konnten wir die Homogentisinséure ohne 
weiteres nicht bestimmen. Erst als wir als Ursache dieser Stérung einen 
starken Nitritgehalt des Harnes erkannt und vor der Bestimmung das Nitrit 
zerstért hatten, war auch in diesem Falle die Homogentisinséurebestimmung 


glatt durchfiihrbar. 
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Uber die chemische Natur der Co-Zymase. 


Von 


Karl Myrbiick und H. v. Euler. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Oktober 1931.) 


Bei unseren Versuchen iiber die Isolierung der Co-Zymase 
haben wir, wie schon mitgeteilt wurde, wiederholt feststellen 
kénnen, daB die reinsten Praparate die Zusammensetzung eines 
Adeninnucleotides haben. Der Phosphorgehalt, das Verhalt- 
nis N:P der Substanz und Ba:P:N in den Bariumsalzen 
stimmen gut auf eine Adenylséure. Das Adenin wurde nach 
der sauren Hydrolyse in analysenreiner Form isoliert usw. Ver- 
schiedene Umstiénde sprechen auch dafiir, daB das Mononucleotid 
wirklich die aktive Substanz (Co-Zymase) ist. Die bekannten 
Adenylséiuren haben ein Molekulargewicht von rund 870, der 
Phosphorgehalt unserer reinsten Priparate deutet auf ein ahn- 
liches Molekulargewicht unserer Substanz. Vor lingerer Zeit") 
haben wir durch Diffusionsversuche das wirkliche Molekular- 
gewicht der aktiven Substanz festzustellen versucht und sind 
dabei zu einer Zahl von etwa 480 gelangt, also eine erheblich 
groBere Zahl als das Molekulargewicht der anderen Adenylsiuren. 
Nun standen damals nur Praiparate von geringem Reinheitsgrade 
zur Verfiigung, andererseits begegnet man gewissen methodischen 
Schwierigkeiten, die die Genauigkeit der Resultate beeintrachtigen. 
Um einen zuverlissigen Wert des Molekulargewichtes zu erhalten, 
muS man die Konzentrationen des Stoffes in den verschiedenen 
Schichten des Diffusionsapparates mit einer recht groBen Genauig- 
keit feststellen, was in diesem Fall, wo die Co-Zymasemenge 
durch Garversuche ermittelt werden mu, nicht immer még- 
lich ist. Eine besondere Schwierigkeit liegt auch darin, daB 
die Diffusionsversuche eine ziemlich lange Zeit beanspruchen, 


1) Euler, Myrback u. Nilsson, Diese Z. 168, 177 (1927). 
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wobei spontane Inaktivierung eintreten kann. Allerdings ist es 
moéglich, den totalen Verlust der Co-Zymase festzustellen, wie sich 
die Inaktivierung aber auf die einzelnen Schichten verteilt, ist 
unmdglich zu sagen. Nun war ja zu erwarten, daB bei Diffusions- 
versuchen mit hochgereinigten Co-Zymaselésungen sich dieser 
Umstand in noch héherem Grade geltend machen wiirde, wir 
haben aber auf alle Falle untersuchen wollen, ob sich die Resultate 
solcher Versuche in Einklang bringen lassen mit der Annahme, 
daB die Co-Zymase eine Adenylsiure mit dem Molekulargewicht 
etwa 370 ist. 


Diffusionsversuche. 


Die Versuche wurden wie friiher beschrieben in den Oholm- 
schen Apparaten ausgefiihrt, im allgemeinen bei 20°. 


Versuch 1. 


Zeit 5,0 Tage. Halbe Schichthéhe : ) = 0,535 cm. Géarungsversuche. 









































. Co-Fin-| 9O-Bin- 
Co-Zymasezusatz Kohlenséureentwicklung ccm heiten | Beiten 
pro ccm 
0,02 cem Schicht I. . [ 0,8! 1,2 1,5! 2,3) 2,8/3,8 4,4] 23 | 115 
0,04cem ,, I. .41,8/ 2,0) 2,71 4,2) 55/74/82) 46 | 115 
003cem 5, IL. . | 06/10/15) 22/28/39 44] 25 | 83 
0,05 ccm _ TL. . [1,1 | 1,9 | 2,6 | 4,2 | 5,3 | 7,2) 8,0] 4,8 96 
Zeit (Minuten) 35 | 50 | 60 | 80 | 95 | 120| 135| 
0,04 cem Schicht II. . | 0,7 | 1,4| 1,8 2,3 | 2,7 | 3,0 4,4] 1,7 42 
0,08cem ,, II. .|1,1/ 2,7/3,6 4,6 5,9 68/9,3] 4,0 50 
0,05cem ,, IV.. 104/07) 1,1) 1,4 1,7) 20/28] 1,2 24 
0,10cem__. IV. . | 0,5 | 1,3} 2,0 | 2,5 | 3,2 | 38 | 60) 24 | 24 
Zeit (Minuten) . | 30 | 60 | 75 | 90 | 110/125! 180] | 


Die Gairungsgeschwindigkeiten (== Anzahl Co-Einheiten in der 
zugesetzten Menge) wurden graphisch aus den Neigungen der 
gezeichneten Garkurven ermittelt. In diesem wie in den meisten 
Fallen ist die Summe der Co-Zymasemengen in den Schichten 
etwas kleiner als die anfangs zugesetzte Menge. Wegen dieser 
Zerst6rung kann keine Korrektion angebracht werden. Die 
Inaktivierung ist sicher die Hauptursache zu den, wie man u. a. 
aus folgender Tabelle sieht, recht groBen Abweichungen zwischen 
den Schichten. 
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2 
Schicht |Co-Zymasemenge] X = ia (Kawalki’)| X (Mittel) 
I 115 0,170 
II 90 wi . 
il 46 0,185 0,177 
IV 24 0,175 
4 -- 0,286 
Wir finden 0,177 = a’ oder k = 0,824. Daraus berechnet 


man (aus der Formel k-~M = 7) M = 466. Dieser Wert ist ja 
in guter Ubereinstimmung mit dem friiher gefundenen 480. Wie 
wir unten sehen werden, ist die Ubereinstimmung aber zufillig. 
In diesem Versuch wurden auch die Trockengewichte der 
Schichten bestimmt. Besteht unsere Substanz nur aus einer 
Adenylsaure, sollte das aus den Trockengewichten berechnete 
Molekulargewicht etwa 870 sein. Wir fanden folgende Werte: 





Schicht | Trockengewicht xX X (Mittel) 





I 15,7 mg 0,150 

II 3 0,160 
Ul 71 0.165 0,154 

IV 4.6 0,142 











Daraus berechnet sich i: = 0,871 und M = 855. Dieser Wert 
stimmt ja sehr gut auf eine Adenylsiéure, ist auch als genauer 
anzusehen als der aus den Aktivitatsbestimmungen berechnete 
Wert. Immerhin ist die gute Ubereinstimmung mit dem Molekular- 
gewicht der Adenylséiure mehr als ein Zufall zu betrachten, denn 
andere Versuche haben bedeutend weniger gute Werte gegeben. 

Versuch 2. 
¢t == 1,76 Tage. Halbe Schichthéhe 0,535 cm. Giéirungsversuche. 

















Co-Ein. | CO-Hin- 

Co-Zymasezusatz Kohlensaureentwicklung haliies heiten 

pro ccm 

| | 

0,04cem Schicht I. .| 0,4 0,9/ 1,3/1,8/ 2,3 2,8] (2,0) - 
0,08cem ., I. .10,7/1,7/ 2,8/4,1/5,5/66| 5,5 69 
0,12 ccm - I. .| 1,0} 2,7 | 5,0} 6,8 | 8,2 | 9,3 8,2 68 
0,05 com - II . .| 0,8; 1,0/ 1,3 | 1,6; 1,8} 2,1 1,4 28 
0,10 ccm 1“ II . .| 0,4; 0,7; 1,1 | 1,8 | 2,6 | 3,2 2,8 28 
0,20 ccm >» WW. .j—- —-j|—i—-i —-)i- ~— —. 
0,40 ccm » I. .| 0,2) 0,4) 0,7| 1,0) 1,3) 1,6 1,2 3 
1,0 ccm sy IV ..}—{i]—/]—]|—j — | — — — 











Zeit (Minuten). . . . .| 15 | 30/45 60/75 | 90 | | 
1) Kawalki, Wiedemanns Ann. d. Physik 52, 166 (1894). 
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Aus den Schichten I und II finden wir X = 0,81 bzw. 0,75, 
daraus k = 0,890 und M = 828. 


Versuch 38. 
t = 4,71 i Halbe Schichthéhe 0,80 cm. Temperatur 17°. Garungsversuche. 


Co-Ein- Co-Ein- 
Co-Zymasezusatz Kohlensiureentwicklung wt mr heiten 
pro ccm 











| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 








0,10 cem Schicht 
0,20 cem * 
0,15 ccm 

0,25 ccm 

0,40 cem 


Zeit. (Minuten) 











> Go 7 I 
| 9 a1 








0,30 ccm » Schicht T Il w ; ; 
0,60 ccm a Ill. . 
0,40 ecm ha IV — 


Zeit (Minuten) 














Schicht xX x (Mitte) 
0,122 
0,124 

(0,17) 0,12 

0,105 








Aus diesem Versuch, wo allerdings die Versuchsfehler, ver- 
mutlich wegen Zerst6rung der Co-Zymase, groB sind, berechnen 
wir das Molekulargewicht zu M = etwa 500. (Diffusionskonstante 
wegen der Temperatur korrigiert.) 


Versuch 4. 
t= 6 ma. h = 0,525 cm. in. 





|Co-Ein- 
heiten 
pro ccm 


Co-Zymasezusatz Kohlensaureentwicklung + ang 
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Aus Kawalkis Tabellen finden wir fiir die 4 Schichten die 


Werte X = 0,136; 0,110; 0,150 und 0,116. 
werte 0,128 finden wir k = 0,860 und M = 876. 


Aus dem Mittel- 


Die Versuche 2, 3 und 4 sind mit derselben Co-Zymase- 
Diese Loésung hatte ACo = 105000, 
gehért also zu unseren reinsten. 

Bei den folgenden Diffusionsversuchen kam eine andere 
Lésung ,,92°* zur Verwendung. Sie hatte ACo = 95000. 


lésung ,,90° 


ausgefiihrt. 


Versuch 5. 


t = 5,75 Tage. h = 0,535 cm, Géarungsversuche. 








Co-Zymasezusatz 





0,02 cem Schicht I. . 


0,04 ccm - 
0,06 ccm bis 
0,03 ccm Pm 
0,06 ccm im 
0,04 ccm - 
0,06 cem “ 
0,08 ccm - 
0,10 cem % 











Zeit (Minuten) 
































Co-Ein- 
Kohlenséureentwicklung nt ae 
heiten 
0,5|1,0/ 16/22) 30) 3,5] 20 
I. .]0,7/ 1,4| 2,9 4.6, 6,7| 7,7] 65,0 
I. .] 1,2} 3,3| 6,6} 8,7/ 10,0 | 10,5] 9,0 
II. .|0,5/ 1,1) 2,0} 2,9! 4,0) 4,6] 2,7 
II. .| 0,5/ 1,2/3,0/5,1| 7,2) 82] 6,0 
II . .| 0,5) 0,8/1,2/ 1,4) 18) 20] 1,1 
Ill . .| 0,6! 1,0) 1,6/ 2,1! 2,7) 3,3] 1,9 
III . .| 0,9/| 1,6|2,5/ 3,3) 4,5) 58] 2,9 
IV . .[ 0,7} 10/16/22) 28) 34] 20 
ares 15 | 30/50 | 70 95 110 | | 
Schicht y 4 X (Mittel) 
I 0,21 
III 0,31 0,236 
IV 0,20 








Co-Ein- 
heiten 
pro ccm 


Da8&B in diesem Versuch wie in vielen anderen kein Wert fiir 
die zweite Schicht genommen werden kann, beruht darauf, dab 
die Kurve Konzentration : Zeit fiir Schicht II ein sehr flaches 
Maximum durchlauft. Fallt die gefundene Konzentration in die 
Nihe dieses Maximums, so hat es keinen Sinn einen X-Wert zu 
nehmen, der ziemlich willkiirlich werden mu8. Aus dem (iibrigens 
wie ersichtlich wenig genauen) Wert X = 0,236 findet man 
M = 470. Die Trockengewichtsbestimmungen in den Schichten 


gaben M = etwa 370. 





148 


Versuch 6, 
t = 4,96 Tage. h = 0,40cm. Die Trockengewichtsbestimmung gab folgendes 
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Resultat. (Garversuche wurden nicht ausgefiihrt.) 
Schicht | Trockengewicht XxX X (Mittel) 
I 14,3 mg 0,100 
II 11,9 0,100 
Ul 9,4 0,085 0,098 
IV 6,5 0,108 
i; = 0,88 und M = 4650. 
Versuch 7 
t = 6,0 Tage. h = 0,525. Garungsversuche. 
se leagé 
Co-Zymasezusatz Kohlensaureentwicklung Se As = 
og oo 
a ee 
0,06ccmSchicht I | 0,4| 1,3 | 3,0| 4,5 6,2|7,2| 82| 92] 62 | 103 
0,08cem ,, I] 0,5) 2,1} 5,1 | 6,8 | 8,2| 9,0| 10,0 | 10,6] 8,7 | 109 
0,06cem ,, II 0,4 | 1,3 | 2,4/ 3,41 4,6/5,6| 68] 7,6] 5,1 85 
0,08cem ,, IL | 0,4! 1,1| 3,0| 4,6| 6,1| 7,2| 8,2] 90] 62 | 78 
Zeit (Minuten). . | 15 | 30 | 50 | 65 | 80 | 90 | 105 | 120 | 
0,10cem SchichtIII | 0,9 | 2,5 | 4,2| 6,5| 7,5 | 8,5 | 5,6 | 56 
0,12cem ,, III | 1,0| 3,4| 5,3/ 7,4| 8,1| 9,6 | | 74 | 62 
0,08cem ,, IV} 0,4/ 1,0| 1,9| 3,2 | 4,2 | 5,5 | 3,7 46 
0,l5cem ,, IV] 1,0/ 2,9| 4,7| 6,6 | 7,3 | 8,0 | | (69 | 46 
Zeit (Minuten). . [15/25 | 50/75) 90/110) | | | 


Aus den Giarungsgeschwindigkeiten findet man (Schicht II 


wie gewohnlich nicht anwendbar): 


Schicht I X = 0,120 
>» | = 0,115 
” IV 0,105 


Aus dem Mittel X = 0,113 findet man M = etwa 800. 
In diesem Versuch wurden auch die Trockengewichte der 


Schichten bestimmt. 





























Schicht Trockengewicht 7 xX 
I 7,9 0,116 
II 6,3 0,105 
III 4,4 0,120 ‘ 
IV 3,4 0,106 
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Das Mittel X — 0,112 gibt M = etwa 3800, also in Uber- 
einstimmung mit dem durch die Aktivitétsmessung gewonnenen 
Wert. 
























es 


Versuch 8. 


t = 7,75 Tage. h=0,54cem. Nur die Trockengewichte wurden bestimmt. 








Schicht Trockengewicht X 
I 15,0 0,110 
II 11,8 0,090 
III 8,7 0,116 
IV 7A 0,100 


Das Mittel XY = 0,104 gibt k = 0,367 oder M = 377. 








Zusammenfassend kann erstens gesagt werden, dab die 
Trockengewichtsbestimmungen, obgleich die Diffusionsversuche 
auch in dem Falle, bei der groBen Verdiinnung der Lésungen usw., 
mit groBen Versuchsfehlern behaftet sind, fiir ein Molekular- 
gewicht unserer Substanz von etwa 370 direkt sprechen. Die 
Bestimmung des Molekulargewichtes der aktiven Substanz durch 
Aktivitaétsmessungen ist bei diesen hochgereinigten und verhiiltnis- 
. : maBig instabilen Co-Zymaselésungen nur schétzungsweise méglich. 
| Unsere Versuche zeigen aber jedenfalls, daB das Molekulargewicht 
der Co-Zymase nicht weit von 400 liegen kann. Die Versuche 
sind also sehr wohl mit der Annahme vereinbar, daB die Co-Zymase 
ein Mononucleotid vom Typus der Adenylsiure ist. 


| Procem || 


I é Praparate. 

; Die Reinigungsmethode ist wie friiher!) abgekiirzt angegeben. 
J Praiparat 75. Kochsaft-Bleiacetat-Al-H,PO,-Ba-Quecksil- 
| _ bernitrat-Phosphorwolframsiure-AgNO,-AgNO, -++ NHg. 

ACo = 80000. 

i Aus dem Silbersalz wurden 0,192 g Ag,S und 0,309 g Nucleotid 

r '  gewonnen. Daraus findet man leicht das Molekularverhaltnis 
’ <Ag:Nucleotid gleich 2:1 in Ubereinstimmung mit fritheren 
( Befunden. 

12,6mg Substanz gaben nach der Verbrennung 86,3 mg 


Strychninphosphormolybdat. Die Substanz enthilt also 0,967 mg 
P oder 7,67°/,. 








1) Euler u. Myrback, Diese Z. 198, 219 (1931). 
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Das saure Hydrolysat der Substanz gibt sehr stark die griine 
Fichtenspanreaktion, dagegen nicht die Kilianische Digitoxose- 
reaktion. Desoxyzucker ist also in der Substanz nicht vorhanden. 

Ein Teil der Lésung 75 wurde mit BaCO, geschiittelt, filtriert, 
im Vakuum eingeengt und in viel Aceton gegossen. Das getrocknete 
Bariumsalz wurde analysiert: 0,4716 g Substanz gaben 0,1151 g 
BaSO, oder 14,4°/, Ba. 28,58mg Substanz gaben 0,1389 g 
Molybdat oder 6,60°/, P. 47,16mg Substanz gaben bei der 
Kjeldahlbestimmung 5,90 mg Stickstoff oder 12,5°/). 


Ba 14,4°/, Ba 2/137 = 0,210 
N 12,5 N/14 0,894 
P” 6,60 P/31 0,213 


Das molekulare Verhaltnis Ba: N:P wird also 1:4,3 :1 
statt 1:5:1. 

Priparat 76—78. Kochsaft-Bleiacetat-Al-H,P0,-Ba- Queck- 
silbernitrat-Phosphorwolframséure-Pikrinsiure-AgNO,-AgNO, + 
NH,. Die Lésung hatte ACo = etwa 100000. Sie wurde wieder 
nach Ansiuern mit H,80O, mit Phosphorwolframsaure gefallt, der 
Niederschlag mit H,8O,, Ather und Amylalkohol zersetzt und die 
Lésung wie gewéhnlich zweimal mit Silber gefillt. Die so er- 
haltene Lésung 78 hatte etwa denselben Reinheitsgrad ACo = 
100000. Die Substanz enthielt 6,84°/, P. 

Praiparat 80. Dieselbe Isolierungsmethode. Die Substanz 
enthielt 7,54°/, P. ACo = etwa 100000. 

Priparat 84. Dieselbe Isolierungsmethode. ACo = etwa 
120000. Zwei Phosphorbestimmungen gaben 8,98 bzw. 8,89°/, P. 

Praparat 90. Dieselbe Isolierungsmethode. ACo = 105000. 

Priparat 92. Dieselbe Isolierungsmethode. ACo = 95000. 
Die Substanz enthielt 8,10°/, P. 

Priparat 98—96. In der gewéhnlichen Weise wurde die 
Lésung 93 mit ACo = 85000 gewonnen. Ein Teil davon wurde 
mit Bleiacetat versetzt, ein kleiner Niederschlag wurde beseitigt 
und das Filtrat mit Ammoniak gefallt. Der sorgfaltig gewaschene 
Niederschlag wurde mit H,S zersetzt. Die erhaltene Lésung 96 
hatte ACo = 110000. Sie enthielt 8,72°/, P. 


Co-Zymasewirkung der Adenosintriphosphorsaure. 


Nach Lohmann!) wirkt die Adenosintriphosphorsiure 
(+ Magnesiumsalz) als Co-Ferment bei der Milchsiiurebildung im 





1) Lohmann, Naturw. 19, 180 (1931). 
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Muskel. Lohmann gibt auch an, da8 sich die Hefe-Apo-Zymase 
dadurch aktivieren 1é8t, daB mit anderen Worten die Hefe-Co- 
Zymase durch Adenosintriphosphorsiure ersetzbar ist. Wie wir 
schon mitgeteilt haben, ist die Aktivierung, die wir auch haben 
beobachten kdnnen, indessen so klein, daB sie unter keinen Um- 
stinden die Wirkung unserer Priparate erkliren kann. Wir 
haben die Méglichkeit betont, daB die Wirkung der Adenosin- 
triphosphorséure auf die Apo-Zymase auf eine Verunreinigung 
des Praparates mit Co-Zymase zuriickzufiihren ist. Mit anderen 
Praiparaten von Apo-Zymase und Adenosintriphosphat haben wir 
die Versuche wiederholt, und zwar mit demselben Ergebnis, dai 
die Wirkung nur wenige Prozente derjenigen unserer Co-Zymase- 
praparate betragt. Beispiel: 








Kohlensaureentwicklung 





Apo-Zymase allein. ........... 








0,2 0,3 | 0,3 | 0,3 

Apo-Zymase + 0,076 mg Co-Zymase 96 . . 2.7 4,1 5,5 7,4 

Apo-Zymase + 3,5 mg Adenosintriphosphat . 3,0 5,3 6,4 7,2 
Apo-Zymase + 7,5 mg a _: 4 48 | 78 j 84-| 97 

ee ee ee | 20 | 30 | 40 | 55 


Die Wirkung unseres Co-Zymasepriparates ist in diesem Fall 
etwa 50mal so groB wie die der Adenosintriphosphorsiure. Es 
liegt nahe, anzunehmen, da die Wirkung dieser Verbindung 
auf einem Gehalt an Co-Zymase beruht.") 


Desaminierung der Co-Zymase. 


Wie schon mitgeteilt wurde, laB8t sich die Co-Zymase, wie 
man es ja auch erwarten mufte, mit Nitrit desaminieren, und 
zwar mit etwa derselben Geschwindigkeit wie die anderen Adeny]l- 
siiuren. Folgende Versuche beschaftigen sich mit der Identifizierung 
des dabei entstehenden Produktes: 


Versuch 1. 


100 ccm der Co-Zymaselésung 75, 1g Substanz enthaltend, 
wurden im Vakuum auf etwa 5 ccm eingeengt und mit 3 g NaNO, 





1) Anmerkung bei der Korrektur: In einer soeben erschienenen 
Arbeit [Bio. Z. 241, 71 (1930)] betont zwar Lohmann, daB er eine Ver- 
unreinigung des Adenyltriphosphates mit Co-Zymase wegen der verschiedenen 
Léslichkeitsverhaltnisse fiir sehr unwahrscheinlich hilt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIII. 11 
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und 5ccm Kisessig versetzt. Langsame Gasentwicklung. Nach 
2 Stunden wurde alles Nitrit mit Harnstoff beseitigt und die 
Lésung nach Verdiinnen auf etwa 800ccm mit Baryt genau 
neutralisiert. Dabei entstand keine Triibung, es war also kein 
Phosphor abgespalten worden. Die Loésung wurde nun vollstandig 
mit Bleiessig ausgefallt, der Niederschlag gut gewaschen und mit 
H.S zersetzt. Die von H,§ befreite Lésung wurde mit BaCO, 
lingere Zeit geschiittelt, filtriert und eingeengt. Nach Stehen im 
Eisschrank hatte sich eine betraichtliche Menge weiBer Krystalle 
abgesetzt. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus heiBem 
Wasser krystallisierte die Substanz sehr schén in glanzenden, 
beiderseits zugespitzten Blattern. Die Krystalle waren denen des 
inosinsauren Bariums auffallend ahnlich. 

Die Substanz verlor im Hochvakuum bei 100° tiber P,O, in 
2 Bestimmungen 20,46 bzw. 20,20°/, Wasser. Inosinsaures Barium, 
C,9H,,0,N,PBa + 7,5 H,O, hat einen Wassergehalt von 21,80°/). 
Bei der Analyse der getrockneten Substanz wurden folgende Werte 
erhalten: 
Ber. C 24,81°/, H 2,28), N 11,58 P 6,42 
Gef. ,, 24,31°/,, 24,73) 4, 2,59, 2,83°/) ,, 10,51/, 10,729/, ,, 6,32/, 

Zieht man dazu den iibereinstimmenden Wassergehalt der 
Substanz und des inosinsauren Bariums in Betracht, so sprechen 
die Analysen, obgleich die Ubereinstimmung noch nicht ganz 
befriedigend ist, dafiir, daB unsere Substanz das Bariumsalz der 


Inosinsiéure ist. 
Versuch 2. 


100 cem der Lésung 78 (etwa 0,9 g Substanz) wurden auf 
5 ccm eingeengt und mit 5g NaNO, und 5 ccm Eisessig waihrend 
8 Stunden behandelt. Nach Zerstérung des Nitrits wurde ver- 
diinnt und mit Baryt neutralisiert. Nach Beseitigung einer kleinen 
Triibung wurde mit Bleiessig gefaillt und weiter wie oben be- 
schrieben verfahren. Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus 
Wasser wurden etwa 0,2 g gut ausgebildeter Krystalle erhalten. 
Beim Trocknen bei 100° an der Luft verloren sie 17°/, Wasser. 
Die getrocknete Substanz wurde analysiert: 
C,oH,,0;,N,PBa + H,O Ber. Ba 27,34°/, P 6,18°/, N 11,17, 

Gef. ,, 27,10 », 6,18 »» 11,11 (Kjeldahl) 

Die Analysen stimmen sehr gut auf inosinsaures Ba mit 
1 Mol. Wasser. Beim Trocknen an der Luft bei 100° werden 
bekanntlich 6,5 Mol. Wasser abgegeben. 


eo. ta fe er a i, a 
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Versuch 8. 


In der beschriebenen Weise wurde die Substanz aus der 
Co-Zymaselésung 80 gewonnen und dreimal umkrystallisiert. Ana- 
lyse der im Hochvakuum bei 105° getrockneten Substanz 
(Dr. Schoeller): 


Gefunden Berechnet 
C 24,81°/,, 24,72°/, 24,81°/, 
H 2,46 2,42 2,28 
N (Mikro-Dumas) 10,20 10,48 11,58 


Die Mikrostickstoffbestimmungen nach Pregl haben bei 
diesen Ba- und P-haltigen Substanzen immer niedrigere Werte 
gegeben als die Kjeldahlbestimmung. Die Kohlenstoff-Wasserstoff- 
bestimmungen stimmen aber sehr gut. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, da8 aus dem von uns 
aus Hefe isolierten Nucleotid nach der Desaminierung in relativ 
guter Ausbeute Inosinsaéure als Ba-Salz isoliert werden kann. 
Die Inosinséure entsteht sonst bekanntlich bei der Desaminierung 
(durch salpetrige Saure oder Fermente) der tierischen Adenyl- 
siure. Auch hieraus geht der nahe Zusammenhang zwischen 
unserer Co-Zymase und Muskeladenylsiure hervor. Daf sich 
unser Nucleotid bei der Hydrolyse usw. wie die Muskeladenylsiure 
und nicht wie die aus Hefenucleinsiiure gewonnene Adenylsiure 
verhalt, haben wir schon friiher mitteilen kénnen. 

Da die Muskeladenylséure keine Co-Zymasewirkung besitzt, 
ist anzunehmen, da sich die Co-Zymase von der Muskeladenylsiure 
in einer solchen Weise unterscheidet, daB sie sich leicht unter 
Inaktivierung in sie umwandelt. 

Wir haben schlieBlich versucht, die optische Aktivitét unseres 
Inosinséuresalzes festzustellen. Dazu wurde aus der Co-Zymase- 
lésung 938 das Salz hergestellt und dreimal umkrystallisiert. 
0,349 g der lufttrockenen Substanz wurden in 10 ccm 2,5°/, HCl 
gelést. Die Lésung drehte in 1-dm-Rohr — 0,50°, Daraus finden 
wir die spezifische Drehung — 14,3° oder auf wasserfreie Sub- 
stanz — 18,3°. Diese Drehung gilt fiir die gelbe Quecksilberlinie. 
Mit Natriumlicht fanden Neuberg und Brahn?’) [«| = — 18,5 
fiir die krystallwasserhaltige Substanz. 





1) Neuberg u. Brahn, Biochem. Z. 5, 438 (1907). 
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Bemerkungen zu der Arbeit von A. Lublin: 
Die Bestimmung des Reststickstoffs durch direkte Nesslerisation. 


Von 


Richard Stéhr, 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Eingegangen am 19. Oktober 1931.) 


Vor kurzem ist in dieser Zeitschrift eine Arbeit von A. Lublin?) 
iiber die Bestimmung des Reststickstoffs durch direkte Nessleri- 
sation erschienen; Verfasser hat hierbei die Folinsche Methode 
der Reststickstoffbestimmung durch direkte Nesslerisation in der 
Weise modifiziert, daB er nicht nach Folin und Wu enteiweiBte, 
sondern die EnteiweiBung mit Trichloressigsiure durchfiihrte und 
das Kupfersulfat durch Perhydrol ersetzte; maBgebend fiir diese 
Anderung war, daB bei Zugabe von Nesslers Reagens zum 
waBrigen Veraschungsriickstand sehr haufig eine die colori- 
metrische Bestimmung stérende Triibung auftrat, die nach An- 
gabe des Verfassers auf die Anwesenheit von Natriumwolframat 
und Kupfersulfat zuriickzufihren ist. 

Auf Grund meiner mehrjahrigen Erfahrungen auf dem Gebiete 
der colorimetrischen Bestimmung des Reststickstoffs durch direkte 
Nesslerisation méchte ich hierzu einiges bemerken. 

Herr Lublin scheint iibersehen zu haben, daB von Koch 
und Me Meekin?) bereits die Folinsche Methode zur Bestimmung 
des Reststickstoffs im Blut durch direkte Nesslerisation modifiziert 
worden ist. 

Diese Autoren verwenden an Stelle des Folinschen Phosphorsiure- 
Schwefelsiuregemisches konzentrierte Schwefelsiure 1:1 mit Wasser ver- 


diinnt, behalten die EnteiweiBung nach Folin und Wu bei, haben das Kupfer- 
sulfat durch Perhydrol ersetzt und die Darstellung von Nesslers Reagens 


modifiziert. 
Die Verwendung von Perhydrol stellt somit nichts Neues 
dar und ist in den amerikanischen Arbeitsmethoden, z. B. bei der 
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Bestimmung der Stickstoffreaktionen im Blut durch direkte Ness- 
lerisation*), iiberhaupt sehr verbreitet. 

Ferner moéchte ich darauf hinweisen, da Perhydrol sehr 
haufig mit stickstoffhaltigen Substanzen stabilisiert wird. 


Das mir in U.S.A. zur Verfiigung gestandene Perhydrol (Merck) ent- 
hielt z. B. sehr betrachtliche Mengen von Stickstoff. Es wird daher von den 
unten erwéhnten amerikanischen Autoren immer wieder auf diesen Umstand 
hingewiesen und die Durchfihrung einer Stickstoffbestimmung des Perhydrols 
bei jeder neuen Sendung als unerlaéBlich erklart; weiter muB die zugegebene 
Tropfenzahl des Perhydrols genau registriert und bei der Berechnung des 
Stickstoffs beriicksichtigt werden. 


Ks ist nun aus der Arbeit Lublins nicht ersichtlich, ob er 
das von ihm verwendete Perhydrol (Merck) auf einen etwaigen 
Stickstoffgehalt untersucht hat; es fehlt aber auch jeder Hinweis 
fiir einen Nacharbeiter seiner Methode, der auf diese eventuelle 
Fehlerquelle aufmerksam macht. 

Ohne vorhergegangene Untersuchung ist es daher auch nicht 
statthaft gleiche Mengen von Perhydrol zu Standard und Unter- 
suchungslésung hinzuzugeben. 

Denn eine einfache mathematische Uberlegung zeigt, da8 nach Zugabe 
einer gleichen Tropfenanzahl von Perhydrol zu Standard und Untersuchungs- 
lésung, wie Herr Lublin es angibt, man keineswegs bei der Bestimmung den 
doppelten Stickstoffgehalt finden kann, wenn der Stickstoffgehalt der Unter- 
suchungslésung doppelt so groB ist wie der des Standards. 

Was nun die durch die Anwesenheit von Natriumwolframat 
und Kupfersulfat bedingte Triibung nach Zusatz von Nesslers 
Reagens betrifft, so habe ich bei richtigem Arbeiten dieselbe nie 
beobachten kénnen, weder bei der Bestimmung des Reststick- 
stoffs nach Koch und Mc Meekin, die in Gegenwart von Natrium- 
wolframat durchgefiihrt wird, noch bei der Bestimmung der Stick- 
stoffreaktionen im Blut durch direkte Nesslerisation, die in Gegen- 
wart von Kupfersulfat in nahezu der gleichen Konzentration wie 
bei der Folinschen Methode zur Durchfiihrung gelangt. Unter- 
sucht wurde sowohl Blut von Menschen wie auch von Hunden 
und Hiihnern. Ich méchte daher nicht annehmen, daB Natrium- 
wolframat oder Kupfersulfat in der von den Autoren angegebenen 
Konzentration fiir das Auftreten einer Triibung nach Zugabe 
von Nesslers Reagens verantwortlich gemacht werden kann. 
Das Auftreten eines Niederschlags scheint mir daher nur bei 





*) Hawk u. Bergeim, Practical Physiological Chemistry, Ninth Edition, 
Philadelphia, P. Blakiston’s Son & Co. 1927, p. 398. Determination of Blood 
Proteins. 
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Gegenwart von sehr viel Stickstoff gerechtfertigt zu sein. Auch 
Seidel), den Herr Lublin zitiert, bestatigt diese meine Ansicht. 

Vielleicht kénnte aber folgende von mir gemachte Beob- 
achtung zur Erklérung der nach Lublin haufig auftretenden 
Tribung nach Zugabe von Nesslers Reagens herangezogen 
werden: 


Wenn man namlich nach Aufnahme des Veraschungsriickstandes mit 
Wasser vor Zugabe von Nesslers Reagens nicht gut durchmischt, sondern 
gleichsam mit Wasser nur iiberschichtet, so kann die am Boden befindliche, 
stark saure Lésung einen Teil von Nesslers Reagens zerstéren (ob es sich 
um eine bloBe Abscheidung von Quecksilberjodid handelt, wollen wir dahin- 
gestellt sein lassen). Diese entstandene Triibung lést sich dann nach erfolgtem 
Durchmischen in der nunmehr alkalischen Lésung nicht mehr auf. Ferner 
empfiehlt es sich, bei der Veraschung nicht zu lange und zu stark zu erhitzen. 

Ich méchte daher der Ansicht hinneigen, daB das Auftreten einer die 
kolorimetrische Ablesung stérenden Triibung mit oben gemachter Ein- 
schrankung vielleicht lediglich eine Frage der Arbeitstechnik ist. 

Da8 Herr Lublin in seinem Literaturverzeichnis die Folin- 
Wusche Blutzuckermethode unter anderem zitiert, diirfte sicher- 


lich nur auf einem Versehen beruhen. 


Zusammenfassung. 


Herr Lublin laBt die Koch-Mc Meekinsche Modifikation 
der Folinschen Methode zur Bestimmung des Reststickstoffs 
durch direkte Nesslerisation unberiicksichtigt. Die Verwendung 
von Perhydrol stellt nichts Neues dar auf diesem Gebiet; ferner 
enthalt seine Arbeit keinen Hinweis auf die Beriicksichtigung 
eines eventuellen Stickstoffgehalts des Perhydrols, wie auch nicht 
zu ersehen ist, ob das von ihm verwendete Perhydrol diesbeziiglich 
untersucht worden ist. Verfasser glaubt nicht annehmen zu 
kénnen, da8 Natriumwolframat oder Kupfersulfat in der von den 
Autoren angegebenen Konzentration fiir das Auftreten einer 
Triibung nach Zugabe von Nesslers Reagens verantwortlich 
gemacht werden kann; es wird eine Erklirung fiir die méglicher- 
weise auftretende Triibung vorgeschlagen. 


Literatur. 


1, A. Lublin, Diese Z. 201, 1 (1931). 

2. Koch u. Mec Meekin, J. Amer. Chem. Soc. 46, 2066—69 (1924), zitiert 
vom Chem. Zbl. 1924, II, 2541; Hawk u. Bergeim, p. 370 (siehe 
FuBnote). 

3. Seidel, Deutsch. Med. Wochenschr. 1927, 278. 














Haliotisindigo. 
Von 


Fr. N. Schulz und Max Beeker. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung der Universitat Jena.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1931.) ] 


Nachdem wir ein gereinigtes Praiparat des blauen Farbstoffs 
von Haliotis californiensis dargestellt hatten, haben wir, im 
wesentlichen auf Grund duBerer Eigenschaften, den Farbstoff als 
zur Indigogruppe gehoérig bezeichnet.') Demgegeniiber hilt 
Lemberg?) daran fest, daB der Haliotisfarbstoff, entsprechend 
der friiher auch von Schulz vertretenen Ansicht, ein Pyrrol- 
farbstoff sei. Auf Grund seiner friiheren Erfahrungen an Rot- 
algen geht er davon aus, daB es sich um ein Chromoproteid mit 
einer gallenfarbstoffaihnlichen, prosthetischen Gruppe handle. 
Einen Beweis fiir die Zugehérigkeit des Farbstoffs zur Gallen- 
farbstoffgruppe hat er nicht erbracht. Am Schlu8 erachtet er selbst 
die Pyrrolnatur nicht als sichergestellt, sondern nur als wahr- 
scheinlich. 

Er erklart: ,,Schon aus den vorliegenden Beobachtungen 
]éBt sich die Annahme einer Identitaét mit Indigo mit Sicherheit 
widerlegen; die Abweichungen im Verhalten sind so erheblich, daB 
auch eine Zugehorigkeit zur Indigogruppe sehr unwahrscheinlich 
ist.‘‘ Dagegen, daB es sich um echten Indigo handelt, spricht zu- 
nichst die leichte Léslichkeit des Rohfarbstoffs in verdiinnter 
Salzsiure. Bei fortschreitender Reinigung wird der Farbstoff aber 
immer schwerer léslich. Wir haben ausdriicklich die Méglichkeit 
hervorgehoben, da es sich um ein einfaches Substitutions- 





1) Fr. N. Schulz u. M. Becker, Haliotisindigo, der blaue Gehause- 
farbstoff von Haliotis calif. Biochem. Z. 236, 99—106 (1931). 

2) R. Lemberg, Uber die Pigmente von Haliotis calif. Diese Z. 200, 
173—178 (1931). 
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produkt des Indigos handele, von denen eine ganze Reihe als 
mehr oder weniger leicht léslich bekannt sind. 

Die Beobachtungen, die Lemberg mitteilt, sind nach unserer 
Meinung nicht geeignet, unsere Auffassung, da8 es sich bei dem 
Haliotisfarbstoff um ,,Indigo selbst oder um ein einfaches Sub- 
stitutionsprodukt handelt**, zu erschiittern. 

Lemberg bezeichnet seine Mitteilung selbst als eine vor- 
liufige. Das Material miisse erweitert werden. Es ist aus den 
wenigen mitgeteilten Beobachtungen und deren Deutungen, die 
sich zum Teil widersprechen, wenig Positives zu entnehmen, womit 
etwa die Meinung, daB es sich um mindesten zwei Pyrrolfarbstoffe 
handle, begriindet werden kann. Lemberg hat nur sehr kleine 
Mengen Farbstoff in Handen gehabt. Uber die Reinheit seiner 
Praiparate, Aschegehalt usw. sind keine Angaben gemacht. Er 
glaubt, daB bei seiner Art der Darstellung der Kalk entfernt werde. 
Inwieweit das aber wirklich der Fall ist, 1a8t sich nicht ohne 
direkte Untersuchung sagen. Wir selbst haben Erfahrungen mit- 
geteilt, wonach zwischen dem Farbstoff und anorganischen Ionen 
Kolloidbeziehungen bestehen, wodurch sicher die Léslichkeits- 
verhiltnisse wechselseitig beeinflu8t werden. 

Ferner erwihnt er, da8 spektral seine Pigmente keinem 
Gallenfarbstoff oder Pyrrolderivat ahnlich seien. Der 
Versuch, bei der Reduktion mit Jodwasserstoff-Eisessig Pyrrol 
nachzuweisen, blieb negativ. Allerdings war die verwandte Farb- 
stoffmenge so gering, daB der negative Befund dadurch erklart 
sein kann. 

Die hohe Resistenz gegeniiber konzentrierter Schwefelsiure 
ist sicher nicht spezifisch fiir Indigo und verwandte Stoffe. Blaue 
Pyrrolfarbstoffe, die stundenlanges Erwirmen mit konzentrierter 
Schwefelsiure auf 120—130° ohne Beeintrachtigung des Farb- 
stoffcharakters vertragen, sind uns indessen nicht bekannt. Keines- 
falls besitzen die Gallenfarbstoffe eine solche Resistenz. | 

Da8 Lemberg keine der Verkiipung des Indigos analoge 
Reaktion bekommen hat, liegt wohl an der unvollkommenen 
Reinigung oder an einer leicht auftretenden, zu weit gehenden 
Reduktion, die den Farbstoff zerstért. 

Es handelt sich tibrigens bei dem Haliotisfarbstoff nicht 
um einen ausgesprochenen Kipenfarbstoff, sondern um 
einen Farbstoff, der wie die sauren Derivate des Indigos (5,5’- 
Indigodisulfosiure) in ausgezeichneter Weise die Eigenschaft 
besitzt, Fasern direkt zu farben. Lemberg selbst gibt an, daB 
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die Conchiolinschicht sich beim Auflésen des Muschelpulvers 
gefarbt habe, wie das ja auch von uns beschrieben worden ist. Die 
Farbung ist sogar auBerordentlich echt. Leinwand wird mit der 
schwach salzsauren Lésung des Haliotisfarbstoffs intensiv gefirbt. 
Durch Seifenwasser wird die Farbe nicht nennenswert ausgezogen. 
Mit einer analogen Lésung von Biliverdin von annihernd gleicher 
Farbenintensitét wird Leinwand ganz schwach griin gefirbt; die 
Farbung 1aé8t sich bis auf Spuren leicht auswaschen. Derartige 
echte Faserfirbungen mit Pyrrolfarbstoffen sind uns nicht bekannt. 

Lemberg bezeichnet im Anfang des theoretischen Teils 
seine Farbstoffe als Basen, deren Salze hydrolysieren; ihre 
Basizitat sei viel héher als die des Indigos. Spéter werden die Farb- 
stoffe als Saiuren bezeichnet, deren Kalksalze in den Schalen 
vorhanden seien. Eine Begriindung fiir die eine oder die andere der 
beiden Annahmen ware héchstens aus dem Verhalten der Farbe 
bei verschiedener Reaktion zu entnehmen unter Beriicksichtigung 
der Léslichkeitsverhaltnisse. Wenn beide Annahmen richtig sind, 
miuBte es sich um einen amphoteren Korper handeln. Fiir die 
Frage, ob Pyrrolderivat oder Indigofarbstoff, spielt das 
keine Rolle. 

Gerade die Farbenanderung bei alkalischer Reaktion 
spricht mit fiir die Indigonatur des Farbstoffes. Sie beruht auf 
der Differenz der Farbung zwischen freier Siure und deren Salzen, 
eine Erscheinung, die in der Farbstoffchemie hiaufig beobachtet 
wird und auch von sauren Derivaten des Indigos bekannt ist. 
So ist z. B. die Indigodicarbonsaure |W. Léw?)] tiefblau, ihr 
Silbersalz sepiabraun, ihre Alkali- und Erdalkalisalze teils blaugriin, 
teils blauviolett. 

Indigocarmin (indigschwefelsaures Natrium) gibt fast alle 
Reaktionen des Haliotisfarbstoffs. Insbesondere sind beide durch 
Phosphorwolframsaure fallbar; beide bilden farblose Bisulfit- 
verbindungen, die durch starke Saéuren wieder zerlegt werden 
kénnen. Ks sind das alles Beobachtungen, die zwar die Natur des 
Haliotisfarbstoffes nicht endgiltig festlegen, die Indigonatur aber 
doch recht wahrscheinlich machen. Die rein chemische Unter- 
suchung muB8 hier erginzend eingreifen. Mit den kleinen Farbstoff- 
mengen (nach Milligramm rechnend), mit denen Lemberg ge- 
arbeitet hat, wird man kaum zum Ziele kommen. Wir sind damit 
beschaftigt, uns gréBere Mengen des gereinigten Farbstoffs zu 
verschaffen. 


1) W. Léw, Ber. chem. Ges. 18, 950 (1885). 
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Die einfache spektroskopische Untersuchung spricht fiir 
die Indigonatur. Lemberg selbst gibt das Absorptionsmaximum 
fiir die saure Lésung seines Priparates mit 622 wu an (Methylindigo 
620 wu; Dibromindigo 623 wu). Uber die MeBmethodik ist nichts 
gesagt. Wir haben unter freundlicher Mitwirkung von Herrn 
Dr. J. Heilmeyer mit dem Spektrophotometer von Ké6nig- 
Martens das Spektrum einer schwach sauren Lésung des Haliotis- 
farbstofis ausgemessen und mit dem einer gleichen Lésung von 
Indigocarmin verglichen. Es ergab sich eine so gut wie vollstandige 
Identitét beider Kurven, so daB wohl kaum ein Zweifel an der 
Indigonatur des Haliotisfarbstoffs besteht. Die beistehend ab- 
gebildete Doppelkurve zeigt die fast véllige Identitaét der beiden 
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Kurven. Das Maximum liegt genau ausgemessen fiir den Haliotis- 
indigo bei 605 wu, fiir Indigocarmin bei 609 wu, also eine Ab- 
weichung, die innerhalb der Fehlergrenze der Methodik liegt. Ein 
im Unterschied zum Indigocarmin beim Haliotisindigo auftretendes 
schwaches Band, bei etwa 460 wu beginnend, ist auf eine auch in 
unserem gereinigten Praparat noch vorhandene, geringe Bei- 
mengung eines gelbbraunen Farbstoffs zurickzufiihren, auf 
den auch Lemberg hinweist. Wir werden auf das spektrale Ver- 
halten des Haliotisindigos und seiner Derivate im Vergleich mit 
Indigofarbstoffen spater zuriickkommen. 

Im Gegensatz zu uns nimmt Lemberg zwei verschiedene 
Pigmente, A (griin) und B (blau) an. Dazu kommt noch ein 
drittes braungelbes Pigment (Anmerkung bei der Korrektur 
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seiner Arbeit). Die Farbennuancen zwischen Pigment A und B 
dirften auf dieses dritte Pigment zuriickzufiihren sein. Unter- 
schieden werden die beiden Pigmente A und B lediglich durch 
eine verschiedene Léslichkeit in Chloroform. Pigment A (griin) 
werde aus Chloroform durch waBrige Salzsiure nicht herausgelést, 
Pigment B (blau) dagegen wohl. Es sei aber nicht méglich, das 
Pigment A ganz von Pigment B zu befreien, da bei wiederholtem 
Ausschitteln mit wa8riger Salzsiure immer wieder etwas blauer 
Farbstoff herausgelést werde. Man kénnte diesem Versuch folgende 
Deutung geben. Der in Wasser unldsliche, in Chloroform etwas 
lésliche Ester des Haliotisfarbstoffes, der durch gelbe Beimengungen 
oder von Natur aus griinlich gefirbt ist, wird beim Behandeln mit 
waBriger Salzsiure in kleinen Anteilen verseift und dadurch aus der 
Chloroformlésung nach und nach extrahierbar. Es kann sich aber 
auch um Kolloidvorginge handeln. 

Auch wir haben gelegentlich schén griine Lésungen beobachtet, 
die griine Farbung war aber stets durch gelbe Beimengungen be- 
dingt. Die von Lemberg angefiihrten Argumente geniigen 
jedenfalls nicht, um zwei verschiedene blaugriine Pigmente 
anzunehmen. 

Gegen unsere Annahme, da8 es sich beim Haliotisblau um 
ein Indigoderivat handelt, hat Lemberg keine stichhaltigen 
Beweise beigebracht. Er selbst gibt zu: ,,Die Frage nach der 
Natur bleibt offen. Manches spricht fiir ein Pyrrolderivat, doch 
geben weder die Versuche Kodzukas noch meine Experimente 
einen sicheren Beweis.‘ 

DaB es sich bei einem Vorkommen von Indigo in einem Meeres- 
tier nicht um einen Einzelfall handelt, darauf haben wir hingewiesen. 
Die Tatsache, daB der Purpurfarbstoff einer ganzen Reihe von 
Meeresschnecken Dibromindigo ist, steht auBer jedem Zweifel. 
Wir verweisen auf eine neuerdings ausgefiihrte Synthese dieses 
Farbstoffs.1) Ferner haben kiirzlich Mazza und Stolfi*) das 
rote Pigment von Halla parthenopaea Costa, einer Annelide, 
als Derivat einer Indolearbonséure gekennzeichnet und in seiner 
Konstitution weitgehend aufgeklart. 

Wir halten uns bis auf weiteres vollauf fiir berechtigt, den 
Haliotisfarbstoff als ,,Haliotisindigo“ zu bezeichnen. 





1) Kotake u. Majima, Uber eine neue Synthese des antiken Purpurs. 
Chem. Ber. 68, 2237 (1930). 

2) F. P. Mazza u. G. Stolfi, Ricerche sul pigmento di Halla parthe- 
nopaea Costa. Arch. di sci. biol. 16, 183—197 (1931). 
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Uber Verbindungen des Lysins mit Kupferchlorid. 


Von 


Fritz Wrede. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der ‘Redaktion zugegangen am 21. Oktober 1931.) 


Bei der hydrolytischen Spaltung einer nach der Methode von 
Troensegaard aus EiweiB erhaltenen Base von der Formel 
C,oH,4N.0.%) lieB sich eine Substanz mit den Eigenschaften einer 
Aminosiure gewinnen. Bei Versuchen, diese Substanz als Kupfer- 
salz zu isolieren und zu identifizieren, erhielt ich krystalline Kupfer- 
verbindungen, die mitunter griin, mitunter blau gefairbt waren. 
Die beiden verschieden gefirbten Kupfersalze fanden sich meist 
nebeneinander in dem Krystallisat; ihre Trennung gelang durch 
wiederholte fraktionierte Krystallisation. 

Die den Kupfersalzen zugrunde liegende Aminoséure wurde 
bald als racemisches Lysin erkannt. Brachte man diese Amino- 
siure nun mit Kupferchlorid unter verschiedenen Bedingungen 
zur Reaktion, so bildete sich je nach der Versuchsanordnung ein 
blaues Salz von der Formel (C,H,,N.0,).CuCl, + 2H,O oder ein 
grimes Salz von der Formel C,H,,N,0,-CuCl, + H,O. Beide 
Verbindungen gaben beim Erhitzen im Vakuum bei 100° ihr 
Krystallwasser nicht ab. — Das griine Kupfersalz bildet sich aus 
dem blauen leicht durch Kochen mit einem Uberschu8 von Kupfer- 
chlorid. — Ebenso wie das racemische gibt auch das d-Lysin ein 
blaues und ein griines Kupfersalz von derselben Zusammensetzung. 

a) Blaues Kupfersalz des d,l-Lysins. 1g des d,1-Lysindichlorids 
wird in 10 ccm Wasser gelést und mit etwa 1 g Kupfercarbonat eine halbe 
Stunde bei 100° digeriert. Die dunkelblau gefarbte Lésung wird auf dem 
Wasserbad auf etwa 2 ccm eingeengt, bis gerade Krystallisation erfolgt. Durch 
allméhlichen Zusatz von wenig Aceton wird die Krystallisation vervollstandigt. 


Die Substanz wird haufig aus wenig Wasser und Aceton umkrystallisiert. 
Bei 100° im Vakuum iiber CaCl, getrocknet gibt sie folgende Analysenwerte: 





1) Troensegaard, Wrede u. Mygind, Diese Z. 198, 49 (1930). 
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5,266 mg Substanz gaben 5,965 mg CO, und 3,235 mg H,O 


3,910 mg - » 0,417 ccm N (20°, 763 mm) 
11,497 mg - » 7,853 mg AgCl 
13,515 mg i » 1,905 mg Cu (elektrolytisch) 


(C,H,,4N,0,),CuCl, a 2 H,O = C,2H3.N,0,CuCl, (462,8) 


Ber. C 31,13%) H 6,97%) N 12,11%, Cl 15,329/, Cu 13,74°/, 
Gef. ,, 30,90 ,,688 ,, 1248 ,, 15,81 ,, 14,09 


Das Kupfersalz bildet himmelblaue Nadelchen, die bei etwa 230° sintern 
und bei etwa 250—255° unter Aufschaiumen schmelzen. Es ist an der Luft 
bestandig. Es lést sich ziemlich leicht in Wasser, wenig in warmem Methy]l- 
und Athylalkohol, schwer in kalten Alkoholen, fast gar nicht in Aceton 
und Ather, 


b) Griines Kupfersalz des d,l-Lysins, Es bildet sich, wenn die 
Lésung des blauen Salzes mit einem Uberschu8 von Kupferchlorid erwarmt 
oder wenn die Lésung des salzsauren Lysins in geniigend salzsaurer Lisung 
mit Kupfercarbonat erwirmt wird. Die Aufarbeitung geschieht wie oben 
beim blauen Salz durch Zugabe von Aceton zu der eingeengten waBrigen 
Lésung. Nach mehrmaligem Umbkristallisieren aus waBrigem Aceton wird 
bei 100° im Vakuum iiber CaCl, getrocknet. 


5,359 mg Substanz gaben 4,774 mg CO, und 2,585 mg H,O 


3,158 mg = »  0,258cem N (21°, 765 mm) 
5,093 mg ‘i » 4,87 mg AgCl 
13,78 mg - » 2,95 mg Cu (elektrolytisch) 


C,H,,N,0,°CuCl, + H,O (298,6) 


Ber. C 24,12°/, H 5,40°/, N 9,38°/, Cl 23,759/, Cu 21,29/, 
Gef. ,, 24,30 ,, 5,40 ,, 9,55 ,, 23,66 ,, 21,40 


Das Kupfersalz bildet griine Nadelchen, die eine ahnliche Léslichkeit 
zeigen wie das blaue Salz. Es farbt sich bei etwa 160° dunkel und schmilzt 
bei etwa 170° unter Aufschiumen. 


c) Blaues Kupfersalz des d-Lysins. Die Darstellung erfolgt ganz 
analog wie bei a. Es wird so oft umkrystallisiert, bis der Zersetzungspunkt 
der im Vakuum bei 100° getrockneten Substanz nicht mehr steigt. 


5,423 mg Substanz gaben 6,165 mg CO, und 3,345 mg H,O 
4,230 mg vs », 0,432 ccm N (22°, 760 mm) 
15,61 mg - » 2,21 ->. Ou (elektrolytisch) 


(C,H,,N,0,).CuCl, + 2H,O (462,8) 
Ber. C 31,139, H 6,979, N 12,119, Cu 13,74, 
Gef. ,, 31,01 ,» 6,90 ,» 11,82 » 14,16 


Das Salz ahnelt in seinen Eigenschaften durchaus dem aus inaktivem 
Lysin gewonnenen. Der Sinter- und Schmelzpunkt liegt etwas héher, bei 
etwa 235° bzw. 260°. 


d) Griines Kupfersalz des d-Lysins. Darstellung analog wie bei b. 
Es wird bei 100° im Vakuum iiber CaCl, getrocknet. 
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4,820 mg Substanz gaben 4,31 mg CO, und 2,27mg H,O 
0,253 com N (24°, 764 mm) 


3,053 mg 99 99 
5,589 mg - » 5,389 mg AgCl 
12,31 mg ™ » 2,66 mg Cu (elektrolytisch) 


C,H,,N,0,:CuCl, + H,O (298,6) 
Ber. C 24,11°/, H 5,40°/, N 9,38°/, Cl 23,759/, Cu 21,299, 
Gef. ,, 24,39 ,, 5,27 4, 9,57 4, 23,86 ,, 21,61 


Das griine Kupfersalz zeigt ganz ahnliche Eigenschaften wie das des 
d,l-Lysins. Es wird bei etwa 170° dunkel, schmilzt unter Aufschéiumen bei 
etwa 180°. Das optische Verhalten ist wegen der starken Farbung der Lésung 


quantitativ nicht festzustellen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich 
fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit n6tig waren. 
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Katalase- und Zuckerbestimmungen in chlorophyll-defekten 
Pflanzen. 
Von 


Hans vy. Euler, Ulla Gard und Gustaf Rislund. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1931.) 


Eine Zusammenfassung der hier gewonnenen Resultate iiber 
die Katalasewirkungen von chlorophylldefekten Blittern!) hat 
ergeben, daB bei vollstandigem oder annihernd vollstindigem 
Chlorophylldefekt die normale Katalasewirkung bis auf etwa ein 
Drittel des normalen Wertes reduziert wird. Dieser Befund 
(Euler und Harald Nilsson, 1929; Euler, Hellstrém und 
Runehjelm, 1929/30 u. a.) findet seine chemische Deutung in 
dem in diesem Institut gefiihrten Nachweis, daB auch die Kata- 
lase (wie das Chlorophyll) em Porphyrinderivat ist.?) Der 
Zusammenhang, der sich zwischen beiden Stoffen zeigt, deutet 
also auf die nahen Beziehungen zwischen den genetischen Ent- 
wicklungslinien dieser Stoffe hin. 

Unsere weiteren entwicklungs-chemischen Arbeiten haben zum 
Ziel, diese Beziehungen quantitativ zu verfolgen, um den Faktor, 
welcher, zunichst bei den erblichen Chlorophyllidefekten, die 
Katalasewirkung beeinfluBt, genauer kennenzulernen. 

Am gleichen Material wurden zur Charakterisierung des 
chlorophylidefekten Blattes Bestimmungen des reduzierenden 
Zuckers (der Glucose) vorgenommen. 

Die hier mitzuteilenden Versuche betreffen auSer erblichen 
Chlorophylldefekten (Gerste, Material von Nilsson-Ehle) auch 





1) Euler, Hereditas 13, 61 (1929). — Euler, Forssberg, Runehjelm 
und Hellstrém, Z. f. ind. Abst. u. Vererb.-Lehre 59, 131 (1931). 

*) Euler u. Zeile, Svensk Kemisk Tidskr. 42, 74 (1930). — Siehe 
besonders Zeile und Hellstrém, Diese Z. 192, 171 (1930) und Zeile, ebenda 
195, 39 (1930). 
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die beiden anderen groBen Typen dieser Erscheinung, naémlich 
Panachiiren und infektidse Chlorose. 


A. Messungen an Gersten-Mutanten. 
1. Katalasewirkung. 


Es hatte sich schon friiher gezeigt, daB die Temperatur einen 
gewissen EinfluB auf die Ausbildung der Katalase ausiibt, und 
deswegen sollte nun der Temperaturkoeffizient festgelegt werden. 
Dazu wurden zunichst die Chlorophyllmutanten Albina 1 und 
Albina 3 (Wei8 1 und WeiB 8) von Nilsson-Ehle verwendet. 

Die beiden. Temperaturen waren 18—20° und -+ 6°, und 
zwar wurden in beiden Fallen die unbelichteten Keimlinge auf 
ihren Katalasegehalt untersucht. 

Der Katalasegehalt wird durch die Reaktionskonstanten k-10 
angegeben, und zwar sind dieselben wie gewohnlich auf eine 
Substanzmenge von 0,06 g reduziert. Die Resultate sind in den 
folgenden Tabellen niedergelegt (U. Gard). 


Temperatur 19° (18—20°). 












































Keimungstage 7 8 9 10 11 

Gelb { 10°... 2 +. 34 36 37 41 42 

? ee rae ee 9 10 11 12 13 
WeiB «a see oe 16 24 27 23 22 

a ere 5 6 6 9 10 
vents SE ks 2.1 1,5 14 18 1,9 

weiB 
Temperatur 6°. 

Keimungstage 15 16 17 18 19 21 23 28 
Gelb | *:10° . . | 22 23 23 23 24 25 24 24 
‘ Lange. . 4 5 5 6 6 7 8 ll 
nan { &-10* . . 1 32 12 12 12 17 17 15 15 
W eiB | Lange. . 4 4 4 4 4 5 6 10 
sl 
erhiltnis a 1,8 1,9 1,9 1,9 1,4 1,5 1,6 1,6 


























Wie man aus den beiden Tabellen ersieht, variiert das Kata- 
laseverhiltnis zwischen 19° und 6° nicht erheblich, namlich 


zwischen 1,9 und 1,4. 
Die zweite Untersuchungsserie (U. Gard) galt der Be- 


lichtung. 
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Albina 3, — 1927. 1106. Unbelichtet. 

Keimungstage 5 6 x 7 8 am 10 
all |e oe ee 
WeiB hal a - ~ ie sek 
Verhiiltnis El ne 1,3 1,4 14 

Albina 3. — 1927, 1106. Belichtet. 
emf (A ES | Le pH 
we lng Foe POT 8 hin Ys 
Verhaltnis = mt 2.1 2.1 2.5 3,3 

















Wegen schlechter prozentualer Keimfaihigkeit der Ké6rner 
sind die Bestimmungen unvollstindig. 

Wie die Tabelle zeigt, ist das Katalaseverhaltnis bei 
den belichteten Pflanzen sehr viel héher als bei den 
unbelichteten. 

Der Unterschied ist gré8er als sich nach vorlaiufigen friiheren 
Ergebnissen (Hereditas 18) vermuten lieB. 

WeiBgestreifte Gerste 1929. Die Keimlinge wurden belichtet. Die 
K6rner von drei Achsen zu je 30 Kérnern wurden ausgesét, der Keimungs- 
erfolg betrug nur 50°/,. Erst nach einer Woche traten die Streifen hervor, 


und zwar nur an wenigen Keimlingen. In zwei Serien war der Katalasequotient 
nur bei den jungen Blattern einigermaBen bemerkbar, 

















Keimungstage | 5 | 6 | 7 5 | 6 7 | 9 
Serie l Serie 2 

.  { k-103 58 | 72 | 63 50 | 53 | 68 | 64 
Groin Lange 9 | 12 | 16 6 6 7 9 
Lange 8 10 13 5 7 9 10 

a 
Quotient 2" . Li} 10] 10) 12] 12] 10] 10 
gelb \ 




















Die dritte Untersuchungsserie behandelt den Einflu8 der 


Keimungsdauer auf den Katalasequotienten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIII. 12 
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Albina 1. — 1929. 1508 (G. Rislund). 
Mutant rere Mittlere | Gewicht | Reaktionskonstante k-10* —— 
tage | Lange | in mg | direkt ireduziert, red. Mittel | quotient 
— as | 30” ‘a3 | (17% | 22 
: ; 6 42 11 21.9 3,7 
WeiB 2.5 36,5 2 5 . 
” v 7,0 
Griin 80,5 26,6 27,8 
‘ | 65 | 815 | 260 | 268 26 
ui . 835 | 228 | 230 ¥: 
Weis 50,5 7,0 | 11,7 
¥ 4 480 | 60 | 105 il 
* 420 | 55 | 11,0 
Grin 82.5 | 34,6 | 35,0 
‘ 95 | 750 | 300 | 33,5 36 
; 810 | 38,5 | 40,0 
WeiB S 76,0 | 185 | 205 > 1,64 
: 6 103,5 | 234 | 19,0 22 
77,5 | 24.0 | 26,0 
Griin 1515 | 47,5 | 263 
168,5 | 48,7 | 243 
; se | 11 | 1705 | 540 | 266 | ” a 
: ' 1775 | 50,0 | 23,6 
Weis 75 | 800 | 14,3 | 15,0 ve 
‘ 840 | 13,0 | 13,0 
Griin | 204,5 42,7 17,5 
' 1980 | 55,0 | 233 
: 13 | 1840 | 35,0 | 160 | 19 
1775 | 404 | 19,0 
weis |f 1 | 810 | 6,0 63 + 2,6 
: 117,5 | 5,7 40 
8 90 | 68 64 | 7,3 
é 99,5 6,0 5,1 
Griin 2955 | 41,0 | 15,3 ' 
; ll | 15 2210 | 49,0 | 18,7 19 
1740 | 45,5 | 22,0 
2400 | 345 | 15,2 
; om 2755 | 400 | 12,2 - | 33 
: “ 1885 | 42.7 | 19,0 
“ 2565 | 39,3 | 13,0 
WeiB M 139.0 | 10,6 6.4 5a 
: 129,5 6,2 4.0 - | 
Griin 270,56 | 42,5 | 13,2 
2610 | 412 | 13,5 
: - | 20 | 2670 | 400 | 125 | me 
er 248,5 | 38,0 | 12,9 , ' 
WeiB . 133.0 | 5,0 | 23 . | 
é 157,0 7.0 3.8 | 
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Albina 1 (Fortsetzung). 











Mutant aa Mittlere | Gewicht| Reaktionskonstante k-10° Kata- 


tage Lange | in mg | direkt reduziert| red. Mittel | quotient 









































Grin 295,5 55,0 16,0 

rt 14 22 | 2435 | 540 | 187 16 

‘ 2800 | 470 | 140 5,5 
WeiB 9 | 1595 | 65 |. 35 si 

7 1355 | 37 | 23 
Griin 247,0 41,0 14,0 

: “9 23 | 2310 | 440 | 16,0 15 


Am 15. Keimungstag waren simtliche weiBen Mutanten ver- 
braucht, es konnten dann nur mehr die griinen untersucht werden. 
Wir geben fiir den 16.—22. Keimungstag die Mittelwerte von 
k-10® red. an. Betont sei, daB auch diese Entwicklung auf 
Filtrierpapier ohne Nahrungszufuhr stattgefunden hat. 


Keimungstag . . 16 17 19 20 21 22 
k-10’ red. ... 17 17 12 10 10 10 


Aus der Tabelle ergibt sich hinsichtlich des 6.—14. Keimungs- 
tages zunichst folgendes: Der Katalasequotient erreicht ein 














1 i J. 4 1 1 i iL 
&:- 7 £ ff DH #-:R & 
Atiinungsiage 





Minimum, und zwar lag es in dieser Serie etwa am 8. Keimungs- 
tag. Dann steigt der Katalasequotient, was darauf beruht, daf 
die Katalasewirkung in den weifen Mutanten besonders stark 
abnimmt. Der Verlauf der Katalasewirkung in den normalen 
und in den chlorophylldefekten Mutanten geht aus der Fig. 1 
hervor. 


12* 
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2. Zuckerbestimmungen?) an Xanthal, Xantha 8, 
Albina 2 und Virescens 6 (G. Rislund), 


Die zwischen Filtrierpapier gekeimten Samen wurden am 
4, Keimungstag belichtet. 

Zu jeder Bestimmung wurden die Keimblatter (ohne Samen) 
mit Sand und Wasser verrieben und dem 12 ccm betragenden 
Volumen wurden mit einer Pipette 10 ccm entnommen. Hierzu 
wurden 5 ccm 2/8 n-HCl zugesetzt und die Mischung 15 Minuten 
stehen gelassen. Nach dieser Zeit wurden 5 ccm 10°/,ige Natrium- 
wolframatlésung zugesetzt und nach 10 Minuten filtriert. Die so 
erhaltene Lésung wurde mit Natronlauge neutralisiert und in 
einem MeBkolben auf 50 ccm verdiinnt. Hierauf wurden 5 ccm 
gur Zuckerbestimmung nach Shaffer-Hartman?) entnommen. 


Xantha 1, 1929, 1520. 








‘ Gewicht mg Glucose, auf Gl 
Keimungs- | Anzahl Pflanzen | CCD’ | 60 mg Pflanzen-| 140% 
tage in mg gew. reduziert quotient 
6 10 griine 588,5 1,61 13 
10 gelbe 592,5 1,22 F 
10 griine 605,5 1,47 
7 | 10 gelbe 712 1,15 13 
| 10 griine 648 1,46 
10 gelbe 670,5 1,13 
. 10 griine 884,5 1,14 - 
10 gelbe 888,5 1,01 : 














Es mag noch besonders betont werden, daB hier wie auch in 
den drei folgenden Serien die Reduktion auf Glucose berechnet 
ist, ohne da8 damit eine Behauptung oder Vermutung iiber die 
Natur der reduzierenden Substanz gemacht werden soll. 





1) Katalasebestimmungen an den betr. Mutanten sind schon friher 
ausgefiihrt, und zwar an Xantha 3 von Euler u. Moritz, Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi 10 A., Nr. 11 (1930); an Albina 2 und Virescens 6 von Euler, 
Davidson u. Runehjelm, Diese Z. 190, 247 (1930). 


2) Shaffer-Hartman, J. of biol. Chem. 45 (1920). 





4 
i 








i a i tl 
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gebracht, und zwar belichtet bei niedriger Temperatur (maximale Temp. + 11°). 

















Xantha 3. — 1929. 1526. 
: swicht | mg Glucose auf 
Anzahl Pflanzen Gewicht 60 mg Pflanzen- 
in mg gew. reduziert 
10 griine 1024 0,80 
10 gelbe 901 0,60 
10 griine 964 0,81 
5 gelbe 496,5 0,66 
10 griine 1059 0,54 
5 gelbe 474,5 0,36 
10 griine 1113,5 0,40 
5 gelbe 478,5 0,32 
Albina 2. — 1927. 1102. 
10 griine 493,5 2,42 
10 gelbe 402 2.45 
15 griine 792 2,17 
15 gelbe 785,5 2,18 


Virescens 6. — 1927. 1119. 
Die Samenkérner wurden zwischen feuchtem Filtrierpapier zur Keimung 


Glucose- 
quotient 





1,2 


1,0 








Keimungs- 
tage 


12 
13 


14 


12 


13 


eae 














Anzahl Pflanzen Gewicht 
in mg 
5 griine 296 
5 gelbgriine 287 
5 griine 392 
5 gelbgriine 389 
5 griine 446 
5 gelbgriine 430,5 
Anzahl Korner 
aus Pflanzen 
5 griinen 377,5 
5 gelbgriinen 375 
5 griinen at 


| mg Glucose auf 





60 mg Pflanzen- 


Glucose- 
quotient 











1,07 
1,0 


10 


Unter den vier untersuchten Mutanten ergaben zwei, nimlich 
Xantha 1 und Xantha 3, Unterschiede von rund 25°/, im Gehalt 
reduzierenden Zuckers, und zwar am 6. und 7. Keimungstag am 


ausgepragtesten. 


Ob dies mit einer bereits beginnenden Assi- 
milation der griinen Pflanzen zusammenhingt, 146+ sich kaum 
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sagen. Die in den griinen und gelben Pflanzen tibereinstimmende 
Reduktion bei Albina 2 dirfte darauf hindeuten, daB es sich 
nicht um Assimilationsprodukte handelt. 


B. Pelargonium zonale. 


Kinige WeiBrandsippen von Pelargonium sind hier schon 
friiher auf die Unterschiede des Katalasegehaltes zwischen den 
griinen und weiBen Teilen untersucht worden.) Wir haben eine 
solche Sippe benutzt um festzustellen, welchen Einflu8 Glucose 
in der Nahrlésung auf den Katalasedefekt hat. Es war namlich 
immerhin denkbar, daB ein Faktor in einem frihzeitigen Ent- 
wicklungsstadium bei den chlorophylidefekten Mutanten eine 
Komponente des Assimilationsapparates hemmt und da der 
anormale Stoffumsatz in den weifen Mutanten durch auf- 
genommenen Zucker in eine normalere Richtung gelenkt werden 
kann.?*) 

Zu diesen Versuchen wurden einer gleichartigen Mutter- 
pflanze SchéBlinge entnommen, welche teils in reer Mitscher- 
lichschen Nahrl6sung wuchsen, teils in solcher, welcher 1°/, 
Glucose zugesetzt war. 

Es sei gleich hier die auffallende, von uns noch nicht weiter 
verfolgte Erscheinung erwéhnt, da8 in allen Pflanzchen, 
welche in der glucosehaltigen Nahrlésung wuchsen, 
eine rétliche Blattfarbe auftrat. 

Die Resultate der Katalasebestimmungen sind in den beiden 
folgenden Tabellen zusammengefabt (G. Rislund). 

Vergleichen wir in den beiden Serien die Katalasequotienten 
der jungen Blatter, so finden wir folgende Zahlen fir Pflanzen, 
welche in reiner und in glucosehaltiger Mitscherlichlésung ge- 
wachsen sind: 


Reine Mitscherlichlésung .... 7,0 3,4 4,0 4,5 
Glucosehaltige Mitscherlichlésung. 2,3 2,7 1,8 


In den Blittern, welche in der glucosehaltigen Nahrlosung 
gewachsen sind, zeigen die chlorophylidefekten Blatteile, deren 
rétliche Farbe oben schon erwahnt wurde, tatsachlich einen héheren 





1) Euler u. Runehjelm, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10 A., Nr. 10 
(1930). 

2) Es sei hier auf eine Untersuchung von W. Schumacher iiber den 
Stoffwechsel in panachierten Pflanzen hingewiesen (Z. wiss. Bot. Planta 
8, 762 (1927). 
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Mitscher- mg Blatt- 103 k- 10° 
lichlé Blattfarbe gewicht PP dictates Bemerkungen 
griin 88,5 12,5 11,8 Kleine, junge Blatter 
weiB 52,5 0,8 1,6 
griin 94,5 9,0 8,0 
wei 82 2.2 2.3 
grin 46,5 6,3 10,0 
ate J] weiB 45,5 13 2.4 
id griin 84 13,8 13,8 
weiB 22 0,8 3,1 
griin 217,5 28,0 10,8 Altes Blatt 
wei 47 6,0 10,7 
weiB 212 5,5 2,2 Ganz weiBes Blatt — 
griin 61 9,0 12,4 Junge Blatter 
weiB 27 1,7 5,3 
griin 28,5 9,0 26,0 
+ 19/, wei 12,5 15 9,4 
Glucose griin 20,5 2,8 11,5 
weiB 30 24 6,4 
griin 69,5 7,6 9,2 Altes Blatt 
weiB 24,5 3,4 11,6 




















Katalasegehalt als im glucosefreien Parallelversuch. Wir ver- 
folgen diesen Befund in verschiedenen Richtungen und unter 
giinstigeren Umstanden (SchéBlinge in Erde) weiter. 


C. Katalasebestimmungen an Antirrhinumsippen. 


Das uns von Herrn Prof. E. Baur freundlichst iiberlassene 
Samenmaterial war im Herbst 1930 gesét worden und wurde im 
Frihjahr 1931 untersucht (U. Gard). 

Soweit weiBe Blatter auftraten ergab sich in diesen ein ziem- 
lich hoher Katalasequotient. 

Antirrhinum 80855/1. Scharfe Grenze zwischen den weifen 
und griinen Blatteilen. Die im folgenden angegebenen Konstanten 
sind, wie gewohnlich auf ein Blattgewicht von 60 mg reduziert. 


Grine Teile &-10°'=59 Katalasequotient = 3 
WeiBe Teile = 20 


Ein zweites Exemplar der gleichen Sippe ergab: 


Griine Teile k&-10?=82 Katalasequotient = 2,4 
WeiBe Teile = 34 


(Die ,,weiBen“ Teile enthielten kleine Mengen von Chlorophyll.) 














174 Hans v. Euler, Ulla Gard und Gustaf Rislund, 





Antirrhinum 81498/11. Die Blatter sind tiberwiegend gelb, 
mit kleineren griinen Teilen an den unteren Blattern. 


Grine Teile &-10*=37 Katalasequotient 2 
WeiBe Teile = 18 

(Der Mittelwert 87 fiir die griinen Teile ist nur fiir die oberen 
Blatter berechnet.) 

Von der Basis der Pflanze bis zur Pflanzenspitze wechselt 
der Katalasegehalt der Blatter stark, wie aus den Kurven der 
Fig. 2 hervorgeht, und zwar findet man diese Abhingigkeit des 
Katalasegehaltes der Blatter von ihrer Stellung immer wieder. 

















0 r) 6 
Qchungszord des Batpaares von der b038 GS 
Fig. 2. 


Untersucht wurden die Sippen Antirrhinum 80749/100 und 
81271/489. Es handelt sich hierbei keineswegs um Wirkungen 
ungleicher Belichtung. Es bleibt noch zu untersuchen, wie nahe 
hier Chlorophyligehalt und Katalasegehalt parallel gehen. 


D. Infektidse Chlorose an Blattern von Abutilon striatum. 


Es handelt sich hier ausschlieBlich um sogenannte A-Chlorose 
(Hertzsch).’) 

Das wesentliche Resultat der Untersuchung (U. Gard) ist 
der groBe Unterschied im Katalasequotienten zwischen jungen 
und alten Blattern. 


1) W. Hertzsch, Z. f. Botanik 20 (1929). 
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Wahrend in jungen Blattern der Katalasequotient normal 
ist, wechselnd zwischen 3,5 und 2,4, kommen in alten Blattern 
Katalasequotienten vor, welche bis zu 13,5 ansteigen. 


Dieses hohe Verhaltnis beruht zum groBen Teil auf dem 
auBerordentlichen Katalasereichtum der griinen Teile der Abutilon- 




















blatter. 

Junge Blatter. Alte Blatter. 

i Blatteil k- 10° Verhaltnis — Blatteil | 10° J ‘Verhaltnis 
oe (ets 1 2h » 
Griin 109 28 Griin 112 75 
WeibB 38 , WeiB 15 ? 
wes | 27 |} 2 wes | 98 |} 2 
wes | 36 i} 3 wes | 9 |} 13° 
wes | 43 |} 8 wes | 20 |} 4 
wes | 37 |} 33 wes | 2 f %9 














Peroxydasebestimmung an Abutilonblattern. 


Das Blatt wird mit Sand und Wasser verrieben, eine gewisse 
Menge des Extraktes wird in eine wiBrige Pyrogallollésung (0,5 g 
auf 200 ccm Wasser bei 20°) einpipettiert und mit 1 cem 0,5°/,iger 
H,O,-Lésung versetzt. Nach 5 Minuten wird die Reaktion mit 
5ccm 4n-Schwefelsiure abgebrochen, das gebildete Purpuro- 
gallin mit Ather ausgeschiittelt und in einem Duboscgqcolori- 
meter mit einer Standardlésung von 10 mg Purpurogallin, gelést 


in 100 cem Ather, verglichen. 


























Ein- Extrakt | Reak- | Menge ge- i ager 
Blatt- | gewogene |. (Wasser- | tions- | bild. Pur- doc rd 
teil Menge | lésung) probe | purogallins| menge ber. 
g ccm ccm g mg 
Grin {| 0:5585 20 1 0,00158 31,6 
0,1965 10 2 0,00221 10,05 
Gelb {| 09,2738 10 1 0,00165 16,5 
0,2725 10 1 0,00149 14,9 








Purpuro- 
gallin ber. 
auf lg 
Frischgew. 


mg 


56,6 
51,2 


60,4 
54,5 





Mittel 


53,9 





57,6 
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Hinsichtlich der Peroxydasewirkung ist der Unterschied 
zwischen den griinen und den gelben Blatteilen also gering; der 
vorliegende Befund liegt an der Grenze der Versuchsfehler. 


Tryptophanbestimmung an Abutilonblattern. 


Aus den getrockneten Blaittern wurde das Chlorophyll mit 
alkoholhaltigem Petroleumather extrahiert. Am Riickstand wird 
die Tryptophanreaktion nach Voisenet?) ausgefiihrt: die Probe 
wird in Salzsiure gelést, p-Dimethylaminobenzaldehyd wird in 
salzsaurer Lésung zugesetzt und hierauf tropfenweise konzentrierte 
Schwefelsiure mit ein paar Tropfen Hydroperoxydlésung zur 
Beschleunigung der Reaktion zugegeben. 

Die blaue Lésung wird im Duboscqeolorimeter mit einem 
Tryptophanstandard verglichen. 

Die weiBen Blatteile ergaben nur Spuren von Tryptophan, 
die Mengen desselben konnten nicht quantitativ bestimmt werden 
wegen der starken Eigenfarbe der Probe. 

Die griinen Blatteile gaben eine sehr deutliche Reaktion, aus 
welcher sich ein Tryptophangehalt von 0,76°/,, bezogen auf das 
Trockengewicht, berechnet. 


SchluB. 


Vom Standpunkt der chemischen Entwicklungsmechanik aus 
ist es nicht ohne Interesse, daB in den drei typischen Arten 
von Chlorophylldefekten, naémlich bei den erblichen Chlorophyll- 
mutanten, bei den Panachiiren und bei der infektidsen Chlorose, 
ibereinstimmende Beziehungen zwischen Chlorophyll- 
defekt und der Erniedrigung anderer Stoffkonzentrati- 
onen, besonders der Katalase, auftreten. Proportionalitaét zwischen 
den Konzentrationsinderungen ist allerdings nicht vorhanden, 
aber auch kaum zu erwarten; hinsichtlich der Katalase soll be- 
sonders bemerkt werden, daB dieselbe nicht nur im Chloroplasten, 
sondern auch im Zellsaft vorkommt, und da8 nur die Chloro- 
plastenkatalase mit den Farbstoffen der Plastiden in Beziehung 


stehen diirfte. 


1) Zur Methodik der Tryptophanbestimmungen vgl. Fiirth u. Diesche, 
Biochem. Z. 146, 275 (1924); O. Folin u. Mitarb., J. of biol. Chem. 78, 627 
(1927); 88, 89 (1929); Tillmans, Hirsch u. Koppel, Biochem. Z. 217, 422 


(1930). 
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Es ist méglich, daB die Anwesenheit der Katalase in Chro- 
matophoren eine Voraussetzung fiir die Chlorophyllbildung ist; 
wie eingangs erwahnt, halten wir es aber fiir wahrscheinlicher, 
daB sich die beiden Stoffe nebeneinander auf chemischen Ent- 
wicklungslinien bilden, welche auf einen gemeinsamen Stamm 
zurickgehen; in diesem nehmen wir die Porphyrinbildung an, 
sowie die Bildung der in das Phytol und in die Carotinoide ein- 
gehenden Isoprenreste (aus Acetaldehyd + Aceton iiber f-Methyl- 
crotonaldehyd).*) 

Bei Panachiiren ist anzunehmen, da ein Faktor, welcher 
die normale Entwicklung von Chlorophyll und Katalase und 
Chromatophoren mitbedingt, bei der Teilung normaler griiner 
Mutterzellen sich ungleich auf Tochterzellen verteilt oder je nach 
Lage, Belichtung und Stoffversorgung dieser Tochterzellen in 
ungleichem Grade zerstért wird. 





1) Vgl. Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie. III. Teil. 
S. 219. 














Uber die Aldehydrase der Leber. 


Von 


Ludwig Reichel und Harry Berezely. 


(Aus dem Organischen Laboratorium der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Oktober 1931.) 





Um von den Funktionen der Leber genauere Vorstellungen zu 
gewinnen, ist es unerléBlich, Kenntnis von den verschiedenen in 
der Leber aufgehiuften Fermenten zu erhalten. Da vor allem der 
Aldehydrase der Leber groBe biologische Bedeutung zukommt, 
haben wir unsere Untersuchungen zunichst auf dieses Ferment 
gerichtet. 

F. Battelli und L. Stern), sowie J. Parnas*) haben bereits 
gezeigt, daB die Aldehydrase der Leber die Dismutation der 
Aldehyde in Saure und Alkohol beschleunigt. Zu ihren Versuchen 
haben sie entweder waBrigen Leberextrakt, LeberpreBsaft oder 
hauptsaichlich Leberbrei angewandt. Aus den Arbeiten von 
F. Battelli und L. Stern geht hervor, daB die Fermentwirkung 
im schwach alkalischen Medium giinstig beeinflu8t wird. Diese 
Forscher stellten das Ferment auch in trockenem Zustand durch 
Behandeln von Pferde-, Hammelleber usw. mit Aceton her. Mit 
dem erhaltenen Trockenpriparat fiihrten sie aber nur einige 
Versuche durch und stellten darin fest, daB diesem die Fahigkeit 
zukommt, Acetaldehyd zu dismutieren. Bei Versuchen zur 
Reinigung der Aldehydrase erhielten sie nur ganz schwach wirk- 
sames Material. 

Zum Studium der Fermentwirkung erschien uns Leberbrei 
vollstiindig ungeeignet, weshalb wir unsere Versuche von vornherein 
mit einem Trockenpriaparat anstellten. Bei der Herstellung dieses 
Priparates arbeiteten wir im wesentlichen nach der Vorschrift von 
Battelliund Stern’), wobei wir ganz frische Pferde- und Hammel- 


1) Biochem. Z. 29, 130 (1910). 
2) Biochem. Z. 28, 274 (1910). 
3) a. a. O. 
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leber in Anwendung brachten. Die Wirkungswerte dieser Praparate 
sind in Tab. I niedergelegt. Pferdeleber lieferte ein aktiveres 
Produkt als Hammelleber. Die weitere Reinigung haben wir 
zunéchst durch Extraktion des Rohproduktes mit wasserfreiem 
Glycerin bewirkt. Dabei zeigte sich, daB das Ferment fast voll- 
stindig in das Glycerin iibergeht. Aus der Glycerinlésung konnten 
wir nun die Aldehydrase mit Aceton und etwas Wasser in Form 
eines feinen, farblosen Niederschlages fallen. Dieses Produkt léste 
sich nach raschem Trocknen fast vollsténdig in Wasser und zeigte 
gegeniiber dem Rohprodukt eine durchschnittlich 20fache Er- 
héhung der Wirksamkeit (Tab. I). Ob eine weitergreifende Reini- 
gung nach den bewahrten Methoden Willstaétters und seiner 
Schule oder nach anderen Methoden im vorliegenden Fall méglich 
ist, kénnen wir erst aussagen, wenn wir weitere diesbeziigliche 
Versuche angestellt haben. 


Tabelle I. 


Je 1g Trockenpraparat dismutiert in 1 Stunde bei einer 
Temperatur von 38%. 




















Art des Produktes rot eae —— Bemerkungen 
Pferdeleber (Rohprodukt) 
Wasserl. Teil. .......--. 11,6 Phosphatpuffer 
(Riickstand) ......... (1,2) 
Hammelleber (Rohprodukt) 
Waenserl. Tell. 2. 6 2 se 8,0 Phosphatpuffer 
(Riickstand) ......... (0,8) 
Pferdeleber (Vorgereinigtes 
_ Produkt) 
Waseserl. Tell. . . 2-2 oo 181,8 Phosphatpuffer 
(Glycerinunl. Riickstand) .. . (2,4) 


Da das px-Optimum noch nicht festliegt, fihrten wir unsere Versuche 
zunachst bei py = 7,5 (Phosphatpuffer nach Sérensen) durch. Die Dauer 
der einzelnen Versuche dehnten wir auf 1—2 Stunden, bei einer Temperatur 
von 38° (Brutschrank) aus und haben vorlaiufig ausschlieBlich Acetaldehyd 
als Substrat verwendet. Die Einfliisse der Versuchsdauer, der Temperatur, 
der Konzentration des Aldehyds auf die Wirkung der Aldehydrase zu ermitteln, 
bleibt der weiteren Bearbeitung vorbehalten. 


Acetaldehyd wird unter dem EinfluB des Fermentes nach 
dem Schema: 
2CH,-COH + H,O —» CH,-COOH + C,H,OH 
umgesetzt. 
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AuBer dem verschwundenen Aldehyd haben wir zunachst nur 
die gebildete Essigséure in einigen Versuchsproben (ohne Zusatz 
von Pufferlésung) quantitativ bestimmt und erhielten die nach 
der Reaktionsgleichung’ geforderten Essigsdurewerte, d.h. fir 
2 Mol Aldehyd 1 Mol Essigsaure. 

Battelli und Stern") fanden bei Verwendung von Leberbrei 
zu hohe Essigsfurewerte, wenn sie nicht unter LuftausschluB 
arbeiteten. Diesen Mehrbefund an Essigsiure schreiben sie dem 
EinfluB der Alkoholoxydase (Alkoholdehydrase) zu. Da wir bei 
unseren Versuchen ohne Luftausschlu$8 arbeiteten und keine 
héheren Essigsiurewerte bekamen, war hier somit die Wirkung 
der Alkoholdehydrase vollstandig hintangehalten. Die naheren 
Umstinde miissen erst in weiteren Arbeiten geklirt werden. 


Der Karlsruher Hochschulvereinigung sprechen wir fiir 
die zur Verfiigung gestellten Mittel unseren ergebenen Dank aus. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Aldehydrase. 


Produkt A. Die ganz frische Leber von Pferd und Hammel wird durch 
eine feinlécherige Fleischmaschine getrieben, destilliertes Wasser (1 kg Leber 
11/, Liter) zugefiigt und hierauf mit gutem Quarzsand 1—2 Stunden fein zer- 
rieben. Dann wird durch ein Leinwandtuch koliert, die Lésung unter Riihren 
mit dem 3fachen Volumen Aceton versetzt, nach einiger Zeit der Nieder- 
schlag abfiltriert und im Vakuumexsiccator iiber Chlorcalcium getrocknet. 
Das so erhaltene Produkt stellt ein braunes Pulver dar. 

Ausbeute: 1kg Pferdeleber 24 g; 
11/, kg Hammelleber 28 g. 


Produkt B. 0,5 g Produkt A aus Pferdeleber wird mit 10 g wasser- 
freiem Glycerin 24 Stunden geschiittelt und hierauf der in Glycerin unlésliche 
Teil abzentrifugiert. Die Glycerinlésung wird sodann mit der 3 fachen 
Volummenge Aceton und etwas Wasser versetzt, nach 12-stiindigem Stehen 
der auBerst feine, farblose Niederschlag abfiltriert und im Vakuumexsiccator 
iiber Chlorcalcium kurz getrocknet. Dabei farbt sich das Produkt, das keine 
der iiblichen EiweiBreaktionen mehr zeigt, schwach braun. 


Ausbeute: 0,022 g. 


Bestimmung der Wirksamkeit der Aldehydrase. 


Produkt A. 1. Wasserlélicher Teil. Je 0,25 g Pferde- und Hammel- 
leberprodukt werden mit 15 ccm destilliertem Wasser und 5 ccm Puffer- 
lésung (Phosphatpuffer nach Sérensen) 15 Minuten geschiittelt und dann 





1) a. a. O. 
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von den Riickstanden abfiltriert. Zu den Lésungen werden jeweils 10 ccm 
Acetaldehydlésung (enthaltend 0,140 g Acetaldehyd puriss., Merck) zugesetzt. 
Hierauf werden die Reaktionsfliissigkeiten — in mit Gummistopfen verschlos- 
senen Kélbchen — bei 38° in den Brutschrank gestellt. Nach 1 Stunde werden 
die Proben zur Bestimmung des Verbrauches an Aldehyd unter Eiskiihlung 
mit 40 ccm 0,5°/,iger NaHSO,-Lésung (entsprechend 63,48 ccm n/10-Jod- 
lésung) versetzt. Nach 1/, Stunde auf 100 ccm aufgefillt und mit jeder dieser 
Lésungen je 10 ccm mit Salzsiure angesiuerter n/10-Jodlésung (f = 0,9756) 
titriert. 

2. Riickstand. Die Riickstaénde werden mit dem gleichen Volumen Wasser 
und Pufferlésung versetzt und, wie oben beschrieben, weiter behandelt. Nach 
dem Hinzufigen der Bisulfitlésung und 4/, stiindigem Stehen wird jedoch von 
den Riicksténden abfiltriert und diese solange mit Wasser gewaschen, bis 
ebenfalls 100 ccm Lésung resultiert. 

Produkt B. 0,022 g vorgereinigtes Pferdeleberprodukt und der glycerin- 
unlésliche Riickstand aus 0,5 g Produkt A werden in derselben Weise 
behandelt wie unter Produkt A beschrieben. 





























Tabelle IL. 
9,756 ccm |Nichtgeb.| Gebund. 2 Bp So 2 So 
n/10-Jodlsg. | NaHSO, | NaHSO, | 2 g co | 5 8 wo |S & wo 
Art “wn erford. von | in ccm | in ccm gg & oo & 35 5 
Produktes / 100ccm |n/10-Jod-|n/10-Jod- Ee A) £28 Ete 
Lésung lésung | lésung a = a 
Pferdeleber 
(A-Produkt) 
1. Wasserlosl. 

. oe 55,77 17,51 45,97 104,0 101,0 2,9 
(Riickstand) . 59,74 16,33 47,15 104,0 103,7 0,3 
2. Wasserldésl. 

. ee 31,79 30,69 32,79 90,9 72,1 18,8 
Hammelleber 

(A-Produl:t) 
J. Wasserlésl. 
J er 57,02 17,11 46,37 104,0 102,0 2,0 
(Riickstand). 59,82 16,31 47,17 104,0 103,8 0,2 
4,878 ccm 
n/10-Jodlsg. 
erford. von 
100 ccm 
Lésung 
Pferdeleber 
(B-Produkt) 
1. Wasserlésl. 

- ee 51,51 9,47 22,47 53,0 49,0 4,0 
(Glycerinunl. 

Riickstand) 60,00 8,13 23,61 53,0 51,9 1,l 
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Zur Anwendung kamen jedoch 53 mg Acetaldehyd und versetzt wurde 
mit 20 ccm NaHSO,-Lésung (entsprechend 31,74 ccm n/10-Jodlésung), 


Quantitative Bestimmung der Essigsaure. 


Je 1g Produkt A von Pferdeleber wird mit je 30 com Wasser 15 Minuten 
geschiittelt, filtriert und die Lésungen mit je 10 ccm Acetaldehydlésung (ent- 
haltend 90,9 mg Acetaldehyd) versetzt und 2 Stunden bei 38° gehalten. 

Zu der einen Probe werden 40 ccm NaHSO,-Lésung (entsprechend 
63,48 com n/10-Jodlésung) hinzugefiigt und der Verbrauch an Aldehyd, wie 
beschrieben, bestimmt. 


Dismutierte Aldehydmenge: 18,8 mg. 


In der anderen Probe wird die gebildete Essigsiure durch Titration mit 
n/20-NaOH, bestimmt. 
Verbrauch: 4,24 ccm n/20-NaOH. 


Ber. 12,78 mg Gef. 12,72 mg. 








